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略語一覧 
 
ASMS    Affinity Selection Mass Spectrometry 
ATP    adenosine triphosphate 
Ava  aminovaleric acid 
BSA     bovine serum albumin 
cAMP        cyclic adenosine 3', 5'-monophospate 
CHAPS   3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonic acid 
CHO       Chinese hamster ovary 
CRF1R          corticotrophin-releasing factor receptor 1  
dFBS          dialyzed Fetal Bovine Serum 
DMEM        Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
FBS          Fetal Bovine Serum 
FCIII Fetal Clone III 
GDP         guanosine diphosphate 
GPCR           G-protein coupled receptor 
GRK             G protein-coupled receptor kinase 
GTP             guanosine triphosphate 
Gva  5-guanidinovaleric acid 
HBSS           Hanks’ balanced buffered saline 
HPLC High performance liquid chromatography 
HTRF           homogenous time-resolved fluorescence 
HTS            high-throughput screening 
LC/MS          Liquid Chromatography/Mass Spectrometry 
MCH           Melanin Concentrating Hormone 
MCHR1         Melanin Concentrating Hormone Receptor 1 
PPAR          peroxisome proliferator-activated receptor 
PTX            pertussis toxin 
RGS            regulator of G protein-signaling 
RhoA            Ras homolog gene family, member A 
ROCK           Rho-associated protein kinase 
SLC-1 somatostatin-like receptor 1 
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GPCRを標的とした新規薬剤開発のための薬理学的研究 
 
序論 
 
1. 細胞情報伝達と GPCR 
細胞は生物体の構造及び機能上の基本単位であり、個々の細胞が互いにネットワークを
作り様々な機能を発揮することで生命活動を支えている。生体が多様な環境下でホメオス
タシスを維持し健全な生命活動を営むためには、外界からの情報に的確に応答し、一群の
細胞集団が組織または臓器として機能することが必須である。こうした細胞間の相互作用
を制御する機構は、細胞情報伝達機構と呼ばれ、この機構が各種生理や組織でダイナミッ
クに作動することで個体の活動が可能となる。生体に備わっている細胞情報伝達機構には、
神経系、内分泌系、免疫系、感覚受容器系などが知られている。いずれの反応系において
も、細胞は外界からの信号を認識し、細胞内に生理反応を惹起することで情報を伝えてお
り、この反応の制御を主に司っているのが細胞膜受容体である。細胞膜受容体はその構造
や機能によって、7回膜貫通型の Gタンパク質共役型受容体(GPCR)、1回膜貫通型の細胞
増殖因子型受容体(チロシンキナーゼ型受容体)、イオンチャネル内蔵型受容体の 3種類に分
類される(図 0-1)。 
その中でも GPCRはヒトゲノムにおいて 800種類以上存在するとされ、非常に大きなス
ーパーファミリーを形成している(1)。GPCRの特徴の一つは、無機及び有機イオン、金属、
アミン、脂質、ペプチド、核酸、味や匂いなど多様な分子種をリガンドとして認識するこ
とで、極めて広範囲のシグナル及び細胞機能制御に関与していることである。従って GPCR
を介したシグナル伝達機構の解明は、生命現象の基礎や病態生理の理解とその合理的な治
療法創出のために極めて重要である。 
 
図 0-1  細胞膜受容体の構造 
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特に GPCR は医薬品の標的分子としても歴史的に重要である。現在臨床で使われている
医薬品化合物の標的分子はおよそ 500種類程度とされ、その約半数は GPCRである。また、
医薬品化合物の種類はおよそ 1400 種類とされ、その約 30%は GPCR に作用していると考
えられている。更にその治療対象も高血圧、統合失調症、アレルギー、偏頭痛、喘息、消
化性潰瘍、癌、不安症など多岐に渡っている。表 0-1 に GPCR を標的とした代表的な医薬
品を示した(2-4)。また、2010 年から 2012 年の 3 年間にアメリカ食品医薬品局(FDA)に承
認された新規医薬品化合物の内訳を見ても、90品目中 17品目(19%)が GPCR を標的として
おり、依然として重要な創薬標的であることが伺える(5)。 
 
2. GPCRの情報伝達機構 
GPCRを介した情報伝達は、リガンドの結合により活性化された GPCR が、細胞内での
セカンドメッセンジャー(二次情報伝達物質)産生を介在し、そのセカンドメッセンジャーが
種々のエフェクター分子に作用することでなされる。GPCR 情報伝達の代表的なセカンド
メッセンジャーとしては cAMP (cyclic adenosine 3', 5'-monophospate), Ca2+イオン, イノ
シトール三リン酸(IP3)などがあり、この情報伝達を仲介する物質が G タンパク質(GTP 結
合タンパク質)である。G タンパク質は、、、と呼ばれる異なる 3 つのサブユニットか
ら構成され、Gサブユニットは GDP (guanosine diphosphate)または GTP (guanosine 
triphosphate)との結合能を有している。及びサブユニットは互いに固く結合しており、
G複合体と呼ばれるヘテロダイマーを形成している。通常、Gタンパク質は GDPと結合
した不活性化状態で細胞膜に存在している[図 0-2 (a)]。GPCR がリガンドによって活性化
されると、Gタンパク質-GDP複合体はGPCRと結合し、Gタンパク質に結合しているGDP
は GTPに変換される[(図 0-2 (b)]。その後、Gタンパク質のサブユニットは G複合体か
ら解離し、後述するアデニル酸シクラーゼやホスホリパーゼ C (PLC)などの種々のエフェク
ター分子に作用する[(図 0-2 (c)]。Gサブユニットに結合した GTPは、Gサブユニットに
内在する GTPase 活性によって GDP へと分解され[(図 0-2 (d)]、その後再び G複合体と
結合した不活性化状態へと戻る[(図 0-2 (a)]。この様に Gタンパク質はリサイクルされるた
め、リガンドにより活性化された各 GPCRは何度もシグナルを伝達することが可能となり、
シグナルを増幅することができる。これによりわずかな刺激から大きな反応を惹起するこ
とが可能となる。 
GPCRと共役するGサブユニットは、現在までに少なくても20種類が報告されており、
その機能によってGs, Gi, Gq及びG12の4種類のファミリーに分類される(6) (表0-2)。
Gsファミリーは Gs及び Golfサブユニットから構成され、細胞膜に存在するアデニル酸
シクラーゼを活性化し、ATP (adenosine triphosphate)から cAMPの産生を引き起こす。
これに対し、Gi1-3, Go1-2, Gt1-2及び Ggustのサブユニットから構成される Giファミリ
ーはアデニル酸シクラーゼの酵素活性を阻害し、cAMP 量を抑制する作用を持つ(6)。Gq
ファミリーは、Gq, G11, G14, G15及び G16サブユニットから構成され、PLCを活性化 
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表 0-1 GPCRを標的とした代表的な医薬品 
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図 0-2  GPCR の活性化機構 
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表 0-2  Gタンパク質の分類 
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し、これによりホスファチジルイノシトール(4,5)-二リン酸が IP3 とジアシルグリセロール
に分解される(7)。IP3は小胞体顆粒に存在する IP3受容体を活性化し、小胞体内に蓄えられ
ている Ca2+イオンを細胞質に放出させる一方、ジアシルグリセロールはプロテインキナー
ゼ Cの活性化を引き起こす。G12ファミリーは 1991年に同定された 4番目の Gファミリ
ーで、G12及び G13サブユニットから構成され、GTPaseの一種である Ras homolog gene 
family, member A (RhoA)を主に活性化する (8,9)。活性化された RhoA は更に
Rho-associated protein kinase (ROCK)などのエフェクター分子を介して、種々の下流分子
に作用する(9)。これら Gサブユニットの発現については、表 0-2にまとめたように、偏在
的に発現しているものから個別の細胞に限局して発現するものまで様々である。どのタイ
プの Gサブユニットと共役するかは GPCR や細胞ごとに規定されており、多くの GPCR
は複数の Gサブユニットと共役することが知られている(10)。近年は X線結晶構造解析技
術の進歩に伴い、GPCRの結晶構造が次々と解かれており、構造生物学的観点からも GPCR
の情報伝達機構が解明されつつある(11-17)。例えば、G タンパク質との相互作用について
最も研究が進んでいる2 アドレナリン受容体の場合は、不活性型の結晶構造とリガンド及
び Gsタンパク質と結合した活性型の複合体結晶構造が報告されており(18-21)、これらの
結晶構造の比較から、2アドレナリン受容体はリガンドの結合により、細胞質側の 6 番目
のトランスメンブレン(TM)へリックスが大きく外向きに移動し、その結果形成された 5 番
目の TM へリックスとの溝に Gsタンパク質が結合することが示唆されている。2アドレ
ナリン受容体以外の GPCR で活性型の結晶構造が解かれている例は限られているものの
(11,12)、2アドレナリン受容体との結合に関与する Gsタンパク質のアミノ酸残基は他の
Gサブユニットのファミリーでも共通して保存されていることなどから、上述した活性化
機構は GPCRや Gタンパク質の種類を超えて、ある程度共通しているものと考えられてい
る。また、GPCRから解離した G複合体は、イオンチャネルの開閉や RGS (regulator of 
G protein-signaling)への結合等を介して、多様なシグナル伝達に関与することが報告され
ているが(22)、2アドレナリン受容体の場合は、G複合体は受容体との直接相互作用こそ
しないものの、GサブユニットのN末端を安定化することで、GPCRのシグナル伝達反応
の促進に関与する役割も果たしていると考えられている(19)。2 アドレナリン受容体と G
タンパク質との複合体結晶構造の一部を Rasmussen らの報告(19)から引用し、図 0-3A に
示した。 
このように Gタンパク質を介したシグナル伝達は非常に複雑であるが、GPCR の機能は
G タンパク質以外のタンパク質によっても制御されていることが明らかになっている。そ
の代表的な例が、Gタンパク質共役型受容体キナーゼ(G protein-coupled receptor kinase; 
GRK)による GPCRのリン酸化及びそれに伴う-アレスチンの結合である(23,24)。GRKは
プロテインキナーゼファミリーに属するリン酸化酵素であり、リガンドによって活性化さ
れた GPCR の細胞内ドメインをリン酸化する働きを持つ。足場タンパク質である-アレス
チンは、リン酸化された GPCRに結合する。具体的には、リン酸化された GPCRの C末 
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図 0-3  2アドレナリン受容体の結晶構造情報と-アレスチンの結合モデル 
(A) 2アドレナリン受容体とGasタンパク質との複合体結晶構造の一部をRasmussenらの
報告(19)から引用した。(B) 2アドレナリン受容体に対する-アレスチンの二段階の結合モ
デルを Shuklaらの報告(25)から引用した。 
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端領域と-アレスチンの N 末端がまず結合し、これにより-アレスチンの構造変化が起こ
ることで、GPCR の TM へリックスと-アレスチンとの更なる相互作用を誘発するモデル
が提唱されており(26)、最近では-アレスチンの結晶構造情報を用いたドッキングモデリン
グ等の実験から、このモデルの妥当性が支持されている(25)。図 0-3B に Shukla らが報告
している-アレスチンの上記二段階の結合モデルを引用した(25)。一般的に、GPCRに結合
した-アレスチンは GPCR の細胞質への移行を引き起こすが、この過程はインターナリゼ
ーションと呼ばれ、リガンドと結合できる受容体量を減少させることでシグナルの脱感作
を引き起こすと考えられてきた(27-29)。近年は、こうした抑制的な働きだけでなく、-ア
レスチンが各種キナーゼの活性化や転写制御、受容体の活性化等を介して広範なシグナル
伝達に関与していることが報告されており、その生理的機能に関心が集まっている(30-33)
このように GPCR のシグナル伝達機構は極めて多彩であり、この多様性がシグナルの時間
的・空間的な制御を可能にしている。そしてその結果として、一群の細胞集団が統一した
機能を発揮し、多細胞生物に特有の組織・臓器特異的なダイナミックな機能発現を可能に
している。GPCRによって制御されるシグナル伝達機構を図 0-4にまとめた。 
 
 
 
 
図 0-4  GPCRによって制御されるシグナル伝達機構 
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3. 受容体理論と薬剤の分子メカニズム 
一般的に、受容体と結合し、受容体を活性化状態に固定することで細胞内情報伝達系を
作動させる薬物を作動薬(アゴニスト)と呼ぶ。一方、受容体と結合はするが作動活性は持た
ず生体反応を引き起こさない化合物を拮抗薬(アンタゴニスト)と呼ぶ。拮抗薬はリガンドの
結合を競合阻害させることで、リガンドによる応答反応を抑制する作用を持つ。また、作 
動薬の中には、飽和濃度であっても完全な生物学的反応を起こすことができないものがあ
り、これらは部分作動薬(パーシャルアゴニスト)と呼ばれる。これに対して、生理的リガン
ドと同等の生物学的反応を引き起こす化合物は完全作動薬(フルアゴニスト)と呼ばれる。こ
の違いは、内活性(intrinsic activity)と呼ばれる薬剤の活性化の強さを表す指標が、部分作
動薬は生体内リガンドや完全作動薬よりも小さいことに起因する。GPCR を標的とする既
存の薬剤は通常、完全作動薬、部分作動薬、または拮抗薬のいずれかに分類され、現在も
それぞれのタイプの薬剤開発がさかんに行われている。前述の表 0-1 には GPCR を標的と
した代表的な医薬品の分子メカニズムを示している。 
一方で化合物が結合する作用部位の観点から薬剤を分類すると、従来とは異なる新しい
タイプの薬剤に近年期待が集まっている。すなわち、従来の医薬品はリガンド結合部位に
作用することで作動活性または拮抗活性を発揮するものが主流であったが、近年の研究か
らリガンド結合部位とは別の場所に結合することで、GPCR の活性を調節できることが明
らかになってきた(34)。リガンド結合部位はオルソステリックサイトと呼ばれるのに対し、
受容体のオルソステリックサイト以外の結合部位はアロステリックサイトと呼ばれ、この
アロステリックサイトに結合する化合物はアロステリックモジュレーターと総称される。
アロステリックモジュレーターは、リガンドの活性を増強するポジティブアロステリック
モジュレーターと、リガンドの活性を減弱させるネガティブアロステリックモジュレータ
ーに分類される。またアロステリックモジュレーターによる GPCR の制御はアロステリッ
クモジュレーションと呼ばれる(図 0-5A)。アロステリックモジュレーターが注目される要
因の一つは、アロステリックサイトを狙うことで標的 GPCR のサブタイプに対する選択性
獲得が容易になり、その結果副作用や毒性の回避が期待できるためである。多くの GPCR
には機能や発現部位が異なる複数のサブタイプが存在するため、サブタイプ非特異的な化
合物は予期せぬ副作用や毒性を誘発する可能性があり、サブタイプ選択性の高い薬剤を開
発することは安全性を担保する上で際めて重要である。アロステリックモジュレーターが
サブタイプ選択性を獲得しやすい理由は、リガンドが結合するオルソステリックサイトは
サブタイプ間で共通に保存されているのに対して、アロステリックサイトは進化の過程で
必ずしも保存される必要がないために、構造が多様であるためだと一般的に考えられてい
る(35,36)。実際にムスカリン受容体やグルタミン酸受容体などの多くの GPCR で、アロス
テリックモジュレーターがオルソステリックサイトに作用する化合物と比較して、サブタ
イプに対する選択性が高いことが報告されている(37-40)。また、これまでにムスカリン受
容体 2 (M2)と corticotrophin-releasing factor receptor 1 (CRF1R)に関して、アロステリッ
10 
 
クモジュレーターとの複合体結晶構造が報告されている(41,42)。図 0-5Bにこれらの複合体
結晶構造を引用して示した様に、M2のアロステリックサイトはオルソステリックサイトの
上側(細胞外側)に、また CRF1Rのアロステリックサイトはオルソステリックサイトの下側
(細胞質側)に存在することが示唆されており、GPCRによってその位置は多様であることが
示唆されている。こうした理由から、近年は多くの GPCR でアロステリックモジュレータ
ーを指向した薬剤開発に注目が集まっている。 
 
図 0-5  アロステリックモジュレーションの模式図とアロステリックモジュレーターとの
複合体結晶構造 
(A) アロステリックモジュレーションの概念を模式図として示した。(B) M2 及び CRF1R
のアロステリックモジュレーターとの複合体結晶構造の一部を、それぞれ Kruse ら(42)、
またHollensteinらの報告(41)から引用した。 
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またアロステリックモジュレーションと同様に、バイアスアゴニズムと呼ばれる受容体
の新しい活性化機構が近年明らかになりつつあり、多くの基礎的及び薬剤開発を目指した
研究が精力的に行われている。古典的な活性化モデルでは、GPCR に結合した化合物は G
タンパク質シグナル経路や-アレスチンシグナル経路などの複数のシグナル経路を同等の
強さで活性化或いは不活性化すると考えられてきた。しかし最近の研究では、生理的リガ 
ンドと比較した際に、一部のシグナル経路だけを特異的に活性化する化合物が多数報告さ
れており、この現象はバイアスアゴニズムと呼ばれ注目を集めている(43,44)。こうした性
質を有する化合物はバイアスアゴニストと総称され、Gタンパク質シグナル経路や-アレス
チンシグナル経路だけを特異的に活性化する G タンパク質バイアスアゴニスト、-アレス
チンバイアスアゴニストなどが報告されている(図 0-6)。また、バイアスアゴニストの発見
に伴い、生理的リガンドの様に複数のシグナル経路を同等の強さで活性化する化合物は、
バランス型アゴニストと呼ばれる。バイアスアゴニストの薬剤としての利点は、副作用等
望まない効果に関与するシグナル経路の影響を抑える一方で、薬効に関わるシグナル経路
だけを特異的に活性化或いは不活性化できる点にある。例えば GPR109aの作動薬であるニ
コチン酸は脂質異常症の治療薬として臨床の場で使用されているが、皮膚紅潮の副作用が
深刻な問題となっている(45)。皮膚紅潮には-アレスチンシグナル経路の活性化が関与して
いることが知られているため、-アレスチンシグナル経路を活性化させずに、薬効に関わる
Gタンパク質シグナル経路だけを活性化させるようなGタンパク質バイアスアゴニストが、
副作用の無い化合物として現在までに創出されている(46)。この他にもこれまで多くの化合
物でバイアスアゴニストとしての治療効果が確認されており、多大な関心が寄せられてい
る(44,47)。現在までに報告されている代表的なバイアスアゴニストをバランス型アゴニス
トと共に表 0-3に示した。 
このように GPCR の活性化機構及びシグナル伝達機構は従来考えられていた以上に複雑
であり、その分子メカニズムを理解することは安全で効果的な新薬を創出する上で極めて
重要である。 
一般的に創薬研究は、ゲノム情報解析や遺伝子工学的手法を用いた、創薬標的候補分子
の探索から始まる。標的分子が設定されると、その分子に対して活性化或いは阻害等の目
的とする薬理活性を持つ化合物のスクリーニングが実施され、このスクリーニングで見出
された化合物はヒット化合物と呼ばれる。通常、ヒット化合物は薬理活性や物性、安定性
などが医薬品として不十分であるため、ヒット化合物の化学構造の変換を実施し、医薬品
として好ましい性質を持った化合物に改変される。こうして得られた化合物はリード化合
物と呼ばれ、このリード化合物を出発点として、有効性や安全性を高めるべく更なる最適
化研究が実施される。このヒット・リード化合物を選抜する過程は、化合物探索研究と一
般的に呼ばれる。化合物探索研究は通常は細胞レベルでの試験からスタートし、最終的に
はマウスやラットなどの動物を用いた試験で化合物の有効性・安全性を確認する。動物レ
ベルで有効性・安全性が確認された化合物はヒトを対象とした臨床試験へと進む。臨床試 
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図 0-6  バイアスアゴニズムのコンセプト 
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表 0-3  代表的なバランス型アゴニスト及びバイアスアゴニスト 
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験は 3 つのフェーズで構成されており、ヒトに対する有効性や安全性が確認された化合物
が最終的に厚生労働省に承認され、新薬として上市される。医薬品の創出には一般的に 10
年から 20年の歳月が必要とされるが、ヒット・リード化合物の探索過程は、研究開発の出
発点となる化合物を同定する極めて重要なステップである。ヒット・リード化合物創出の
ために多数の化合物検体を効率的にスクリーニングする手法がhigh-throughput screening 
 (HTS)であり、HTSは近年の創薬研究における重要な戦略として位置づけられている。従
来の GPCR の探索研究は HTS を用いて、標的 GPCR に対する作動薬または拮抗薬のヒッ
ト化合物を見出すこと、そしてそのヒット化合物の活性及び物性を化学構造変換によって
向上させ、リード化合物を創出することに重点が置かれていた。しかし近年、アロステリ
ックモジュレーションやバイアスアゴニズム等の新しい分子機構が明らかになるにつれ、
従来の探索研究の進め方が少しずつ変わりつつある。すなわち、従来の様に単純な作動薬
や拮抗薬を狙うだけではなく、HTS ではなるべく多様な分子メカニズムを有する化合物を
見出し、得られた化合物の活性化機構や薬理作用を分子レベルで精査することで、化合物
ごとの薬効や副作用を予測することが主流となりつつある。そしてこの変化に伴い、分子
薬理や分子機構の理解の重要性がより一層増している。 
 
4. 本研究について 
 本研究では GPCRを標的とした新規薬剤開発を目的として、以下の検討を実施した。 
第一章では脂質異常症治療薬開発に向けて GPR81を標的に、低分子作動薬探索のための
HTS 及びその後の最適化研究を実施し、リード化合物を取得した。薬理学的解析の結果、
本リード化合物が薬剤として優れたプロファイルを有していること、そして in vitroの薬理
学的解析が in vivoにおける薬効予測や副作用回避のために極めて重要であることを明らか
にした。 
第二章では、抗肥満薬開発のために、メラニン凝集ホルモン受容体 1 (MCHR1) 拮抗薬
の作用機序を分子レベルで調べるべく、詳細な生化学的解析を実施した。この結果、本研
究で用いた MCHR1 拮抗薬はアロステリックモジュレーターとして作用すること、また
MCHR1 の下流の各種シグナルを同程度に抑制するバランスのとれた化合物であることな
どが示され、現在までに報告されているMCHR1 拮抗薬のいずれのタイプとも異なるユニ
ークな性質を有していることを明らかにした。 
第三章では、睡眠障害治療のための MT2メラトニン受容体作動薬開発を目指して、リー
ド化合物の受容体活性化機構の解析を行った。その結果、本化合物は選択性やインターナ
リゼーション促進に関して、従来の睡眠障害治療薬とは異なる特徴的なプロファイルを有
しており、副作用を軽減した新しいタイプの薬剤となり得ることを明らかにした。 
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第一章 
GPR81作動薬の探索及びリード化合物の薬理学的解析 
 
1-1 緒言 
GPR81は、ニコチン酸受容体である GPR109aとアミノ酸レベルで 52%の同一性を有す
る GPCRである(48,49)。GPR81は長年生理的リガンドが不明なオーファン GPCRとして
知られてきたが、最近の報告により乳酸(図 1-1)がその生理的リガンドであることが明らか
となった(50,51)。GPR81 は GPR109a と同様に脂肪細胞で発現量が高く、Giタンパク質
と共役することで、乳酸刺激に応答した脂肪分解抑制機能を有している(51-53)。脂肪分解
の抑制は、脂質の成分である血中遊離脂肪酸量の低下に繋がることが期待される。こうし
た知見から GPR81は、脂質が過剰に蓄積する状態である脂質異常症の治療薬の創薬標的と
しての可能性が示唆される。 
現在臨床の場では、GPR109a の作動薬であるニコチン酸(図 1-1)が脂質異常症の有効な
治療薬として幅広く使われている(45)。ニコチン酸は GPR109aを活性化することで脂肪細
胞における脂肪分解を抑制し、この作用が血中遊離脂肪酸、ひいてはコレステロールやト
リグリセリド量の減少に繋がると考えられている(54,55)。その一方でニコチン酸は副作用
として皮膚紅潮を惹起することが知られており、このためにニコチン酸による治療を断念
せざるを得ない患者が多くいることも事実である(45,55-57)。そのため、ニコチン酸と同程
度の薬効を持ち、皮膚紅潮の副作用を伴わない薬剤を開発することが強く望まれている。 
近年の研究では、表皮ランゲルハンス細胞における GPR109a活性化を介したプロスタグ
ランジン D2の放出が、皮膚紅潮へ関与することが明らかになってきた(56,58,59)。GPR81
の発現は脂肪細胞に限定されており、他の組織では極めて少ないことから、GPR81に選択
的な作動薬は、皮膚紅潮を伴わない新しい脂質異常症の治療薬の創出に繋がることが期待
される。 
本章では、新規脂質異常症治療薬創出のための HTS の実施、並びにリード化合物 AT2
の創出について述べる。また、薬理学的解析の結果明らかとなった、AT2 のリード化合物
としてのプロファイルについて述べる。 
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図 1-1  GPR81作動薬の化学構造式 
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1-2 結果 
 
1-2-1) GPR81作動薬の探索 
GPR81 作動活性を有する低分子化合物の探索を目的として、Chinese hamster ovary 
(CHO)細胞にヒト GPR81発現プラスミドを導入し、ヒト GPR81安定発現細胞を樹立した。
この安定発現細胞を用い、GPR81によって活性化される Giタンパク質の作用、すなわち
細胞内 cAMP 量の抑制活性を検出する評価系(細胞内 cAMP 濃度測定系)を構築した。
GPR81 の生理的リガンドである L-乳酸ナトリウム(図 1-1)は濃度依存的に細胞内 cAMP 量
を抑制し、その EC50値は 280 M であった(図 1-2A)。この細胞を用い、約 70万の化合物
を各々3 M の濃度でスクリーニングし、GPR81 作動活性のある化合物を探索した。続い
て細胞傷害性、自家蛍光などによって起こる偽陽性を排除するために、GPR81を発現して
いない細胞で評価を行った結果、22化合物でGPR81発現細胞特異的な活性が認められた。
これらの化合物は、その化学構造により 4 種類に分類された。この中で最も活性が強かっ
た AT1 (図 1-1)は 810 ± 93 nMの EC50値を示し、完全作動薬として挙動した(図 1-2B)。続
いて本化合物の L -乳酸ナトリウムとの拮抗性について調べた。もし AT1がアロステリック
モジュレーターとして作用していれば、AT1の活性は L -乳酸ナトリウム存在下で上昇する
ことが予想される。しかし AT1は L -乳酸存在下でも活性が変化しないことから、オルソス
テリックサイトに結合する作動薬であることが示唆された(図 1-2C)。 
AT1 の更なる活性向上と物性改善を目指した化学構造の最適化研究を共同研究先の
Takeda Cambridgeで行った結果、AT2 (図 1-1)を見出した。AT2は AT1と同様に完全作
動薬として挙動し、その EC50値は 58 ± 5.4 nMに向上した(図 1-2B)。AT2の生物学的活性
と物性パラメータを表 1-1 に示した。また、AT2 創出に至るまでのスクリーニングのフロ
ーを図 1-3にまとめた。 
 
1-2-2) GPR81に対する選択性評価 
GPR109a 作動薬であるニコチン酸(図 1-1)は脂質異常症の治療に有効であるが、同時に
皮膚紅潮の副作用を惹起することが知られている。そこで、GPR109aの活性化を伴わない
GPR81作動薬を見出すことが、副作用の無い脂質異常症治療薬創出のために必須だと考え、
GPR109aの活性化を測定する評価系、すなわち GPR109aと共役する Giタンパク質によ
る細胞内 cAMP量の抑制活性の検出系を構築した。GPR109aの生理的リガンドであるニコ
チン酸が 180 ± 31 nMの EC50値で GPR109aを活性化するのに対して、AT2は 30 Mま
で濃度を上げても活性が認められず、GPR81に対して非常に選択性の高い化合物であるこ
とが明らかとなった(図 1-2A, D)。 
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図 1-2 ヒト GPR81及び GPR109aに対する活性 
(A) L-乳酸ナトリウム(□)及びニコチン酸(●)のヒトGPR81及びヒトGPR109aに対する濃度 
依存的な効果を、細胞内 cAMP濃度測定系を用いて測定した。(B) AT1 (□)、AT2 (○)、及び 
L-乳酸ナトリウム(■)のヒト GPR81に対する作用を測定した。L-乳酸ナトリウムの最大活性
を 100%、L-乳酸ナトリウム非添加時のベースの活性を 0%として相対活性を算出した。 (C) 
50 Mの L-乳酸ナトリウム存在下(□)または非存在下(■)におけるAT1のヒトGPR81に対す
る濃度依存的な効果を、細胞内 cAMP濃度測定系を用いて測定した。(D) AT2 (□) 及びニコ
チン酸(■) のヒト GPR109aに対する濃度依存的な効果を、細胞内 cAMP濃度測定系を用い
て測定した。ニコチン酸の最大活性を 100%、ニコチン酸非添加時のベースの活性を 0%と
して相対活性を算出した。mean  SEM (quadruplicate)。 
 
20 
 
表 1-1  AT2の生物学的活性及び物性パラメータ 
 
 
試験名 測定値 
ヒト GPR81 cAMP 評価系 EC50 nM  58 ± 5.4 
マウス GPR81 cAMP 評価系 EC50 nM  50 ± 15 
ヒト GPR109a cAMP 評価系 EC50 M >30 
溶解性 (mg/mL) pH 6.8 1) 27 
膜透過性(nm/s) 2) 36 
代謝安定性(ヒト) (%/min/mg) 3) <1 
代謝安定性(マウス) (%/min/mg) 3) 13 
CYP2C9 阻害% inh. @ 10 M 4) <35 
CYP2D6 阻害% inh. @ 10 M 4) <35 
CYP3A4 阻害% inh. @ 10 M 4) <35 
血漿タンパク質結合 (%) (ヒト/マウス) 5) 93/96 
薬物動態 F % 6) 19 
薬物動態  ip Cmax (Mol) 6) 6.3 
薬物動態  ip T1/2 (h) 
6) 0.56 
  
 
表中 1)～6)の試験方法を以下に記す。 
1) 溶解性試験:粉末の AT2に pH6.8の溶液を添加し室温で 18時間攪拌した。サンプルを濾
過し、濾液に含まれる AT2の量をHPLC (High performance liquid chromatography) で
測定した。 
2) 膜透過性:本試験は化合物の受動拡散による膜透過速度を求めるために実施した。96 穴
プレートのフィルターの上に人工リン脂質の膜を塗布し、ドナー側の緩衝液に AT2 を添加
した。一定時間後に、ドナー側からアクセプター側へ移行した AT2の量をHPLCで測定す
ることで、化合物の膜透過速度を算出した。 
3) 代謝安定性試験:AT2とマウスまたはヒト由来の肝ミクロソームを 37℃で 30分間反応後、
未変化体の量をHPLC で測定することで、化合物の代謝速度を算出した。 
4) CYP阻害試験:チトクロム P450 (CYP)は多くの医薬品の薬物代謝に関与することが知ら
れている。CYP の分子種である 2C9、2D6 及び 3A4 の代謝活性に AT2 が与える影響を調
べた。10 Mの AT2存在下または非存在下で、各分子種の基質プローブとヒト肝ミクロソ
ームを 37℃で 30分間反応した。サンプル中に含まれる生成物の量をHPLCで検出し、AT2
による各分子種の阻害率を求めた。 
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5) 血漿タンパク質結合:薬物は血中ではその一部が血漿タンパク質と結合した状態で存在
しており(結合型)、結合型は生体膜を通過できない。このため、血漿タンパク質への結合率
は服用量や薬効に影響を及ぼす。本試験では、半透膜で区切った区分の片方にのみ血漿タ
ンパク質を添加し、そこへ AT2 を添加した。平衡状態における血漿タンパク質存在区分と
非存在区分での AT2量を LC/MS/MSで測定することで、血漿タンパク質への結合量を測定
した。 
6) 薬物動態試験:マウスへ AT2 を経口投与し、未変化体として循環血中へ到達した化合物
量を LC/MS/MS で測定した。F%は、静脈内投与に対する循環血中薬物の割合、Cmax は
薬物投与後に得られる血中濃度の最大値、T1/2 (h)は薬物の血中濃度が消失相にある時間帯
において、ある時点からその半分の濃度になるまでに要する時間を示す。以上の物性パラ
メータは共同研究先の Takeda Cambridgeで取得された。 
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図 1-3 GPR81作動薬のスクリーニングのフロー 
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1-2-3) 3T3-L1脂肪細胞における脂肪分解抑制作用 
GPR81は GPR109aと同様に、脂肪細胞での脂肪分解、すなわちトリグリセリドの脂肪 
酸とグリセロールへの加水分解を抑制する機能を有することが予想される(51,52)。そこで分 
化 3T3-L1 脂肪細胞における AT2 の脂肪分解抑制作用の有無を調べた。トリグリセリドが
加水分解された際に産生されるグリセロールの量を脂肪分解の指標として測定したところ、
AT2 はニコチン酸と同様に、濃度依存的にグリセロール量を減少させることが明らかとな
った(図 1-4)。以上より、AT2 は分化 3T3-L1 脂肪細胞において脂肪分解抑制作用を有する
こと、そしてその脂肪分解抑制活性はニコチン酸と同程度であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-4  3T3-L1脂肪細胞における AT2の脂肪分解抑制作用 
トリグリセリドから加水分解されるグリセロール量を測定することで、3T3-L1脂肪細胞に
おける AT2及びニコチン酸の脂肪分解抑制作用を評価した。mean  SEM (triplicate)。*: P 
< 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001 (薬剤未処置との比較、統計解析は one-way ANOVA 
with Dunnett’s post hoc test) 
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1-2-4) in vivoにおける薬効評価と皮膚紅潮作用 
AT2の薬物動態を調べるために、雄性 C57/B16マウスへ 10 mg/kgで AT2を腹腔内投与
した。その結果、服用した薬物のうち血中へ到達した割合を表すバイオアベイラビリティ
は 71%で、薬物投与後に得られる血中濃度の最大値を表す Cmax は 6.3 Mと良好なプロフ
ァイルを示したため、この化合物を用いて in vivo 試験を実施した。AT2 の薬物動態プロ
ファイルを図 1-5Aに示した。 
in vivoにおける脂肪分解抑制作用を調べるために、まずニコチン酸を用いて予備検証を
行った。ニコチン酸を給餌マウスに腹腔内投与し、血中の遊離脂肪酸含量を測定したとこ
ろ、ニコチン酸の用量に依存的な遊離脂肪酸量の低下が確認された(図 1-5B)。そこで次に 
100 mg/kg の AT2を絶食マウスに腹腔内投与した。これは一般的にインスリンは脂肪分解
を抑制することが知られており(60)、絶食させることで体内のインスリンレベルが減弱した
マウスでは、脂肪分解が惹起されて AT2 の脂肪分解抑制作用が検出されやすくなると考え
たためである。その結果、絶食マウスでは約 35%の遊離脂肪酸量の低下が確認された(図
1-6A)。また、AT2による絶食マウスにおける血中遊離脂肪酸量の変化量は、100 mg/kgの
ニコチン酸投与の場合とほぼ同程度であった。続いて給餌マウスに腹腔内投与したところ、
約 50%の遊離脂肪酸量の低下が確認されたことから(図 1-6A)、GPR81を介した脂肪分解抑
制作用はインスリンとは異なる基序に基づくことが示唆された。 
続いて、この条件下で AT2が皮膚紅潮を起こすかどうかを調べた。Richmanらの報告(46)
に従って、レーザードップラー血流装置を用いて、麻酔処理マウスの耳の皮膚血流量を測
定した。200 mg/kgのニコチン酸を腹腔内投与すると、投与後 10分間に渡って血流の上昇
が確認された。一方で AT2を 100 mg/kgで腹腔内投与した際には、同じ期間において血流
の上昇は認められなかった(図 1-6B)。in vivoにおける薬効評価及び血流量測定は共同研究
先の Takeda Cambridgeで実施された。 
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図 1-5  AT2の薬物動態プロファイル及びニコチン酸の in vivoにおける効果 
(A)雄性 C57/B16マウスへ AT2を 10 mg/kgで腹腔内投与し、薬物動態プロファイルを測定
した。mean  SEM (triplicate)。(B)薬物投与 15分後の血中遊離脂肪酸量を測定すること
で、ニコチン酸の in vivo における用量依存的な脂肪分解抑制作用を評価した。mean  
SEM (quintuplicate)。 
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図 1-6  AT2の in vivoにおける効果 
(A) 100 mg/kgのAT2及びニコチン酸を腹腔内投与した際の in vivo における脂肪分解抑制
作用を血中遊離脂肪酸量を測定することで評価した。mean  SEM (sextuplicate)。 **: P < 
0.01; ***: P < 0.001 (薬剤未処置との比較、統計解析は one-way ANOVA with Dunnett’s 
post hoc test) (B) 100 mg/kgのAT2及び 200 mg/kgのニコチン酸を腹腔内投与した際の in 
vivo における皮膚高潮作用をレーザードップラー血流装置を用いて測定した。mean  
SEM  (sextuplicate or more)。 
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1-3 まとめと考察 
 
本章では GPR81安定発現細胞を使用したHTSを実施し、4種類の新規 GPR81作動薬を
見出した。これらの化合物のうち最も活性が強かったのはアミノチアゾール誘導体の AT1
であり、この化合物はオルソステリックサイトに結合する完全作動薬であることが示唆さ
れた。そこで AT1の更なる活性向上と物性改善のために最適化研究を行い、AT2を創出し
た。続いて AT2の in vitroにおける詳細な薬理学的解析を実施し、以下 3つの理由から AT2
がリード化合物として極めて優れたプロファイルを有していることを明らかにした。 
第一に AT2のEC50値はヒトGPR81及びマウスGPR81に対して、それぞれ 58 ± 5.4 nM 
及び 50 ± 15 nMと高活性を示す一方で、GPR109aに対しては活性を示さず、非常に優れ
た選択性を有している(図 1-2)。GPR109a の活性化は、脂肪細胞における脂肪分解抑制を
介して、脂質異常症に対する治療効果が期待される一方で、皮膚のランゲルハンス細胞や
角質細胞では紅潮を惹起することが副作用として知られている(45,55-57,61)。従って、
GPR81に対して高活性を示し、且つ GPR109aに対して活性を示さない AT2は、皮膚紅潮
の副作用を起こさない新しいタイプの脂質異常症治療薬として効果を発揮することが期待
される。 
第二に AT2は分化 3T3-L1脂肪細胞で脂肪分解抑制作用を示した(図 1-4)。HTS及びその
後の in vitroの実験ではCHO細胞にGPR81を過剰発現したリコンビナント系を使用した。
こうした人工発現系は一般的に GPCR の発現量が高いため、シグナルの増幅がかかりやす
く、作動薬に対する感度が高くなると考えられる。これに対し、脂肪細胞株である 3T3-L1
細胞における GPR81の発現量は、生理的条件に近く低いことが予想される。従って 3T3-L1
脂肪細胞で AT2 が活性を発揮したという事実は、AT2 が in vivo でも十分活性を発揮する
可能性があることを示唆するものであり、in vivo試験を進めていく上で意義深いデータで
ある。 
第三に、AT2 はオルソステリックサイトに結合する完全作動薬として挙動する(図 1-2B, 
C)。部分作動薬の場合、生理的リガンド存在下では、生理的リガンドの最大活性を押し下
げてしまうため、事実上の拮抗作用を発揮してしまい、期待した薬効が発揮されない可能
性がある。また AT2 がポジティブアロステリックモジュレーターの場合は、選択性獲得等
の利点はあるものの、生理的リガンド存在下のみでしか薬効が発揮されないことが予想さ
れる。そのため、in vivoにおける作用の検証という本実験の目的に限っては、アロステリ
ックモジュレーターの特性が欠点として作用してしまうことが予測される。この点、完全
作動薬の AT2は生理的リガンドの濃度に関係なく薬効発揮が期待されるため、in vivo作用
の検証に適したツール化合物であると考えられる。 
こうした in vitroの薬理学的解析結果を踏まえ、AT2の in vivoにおける薬効及び皮膚紅
潮に与える影響を評価した。AT2 はマウスにおいて良好な動態を示し、血中の遊離脂肪酸
量を有意に低下させた(図 1-5A, 1-6A)。そして期待された通り、皮膚紅潮の指標である皮膚
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血流量の増加は認められなかった。一方、ニコチン酸は血中遊離脂肪酸量を低下させるも
のの、顕著な皮膚血流量の増加を誘発した(図 1-6B)。以上の結果から、AT2 は従来の脂質
異常症治療薬であるニコチン酸と比較して、in vivoでより優れた薬効・副作用プロファイ
ルを有するリード化合物であることが明らかとなった。これらの結果は、in vitroで実施し
た薬理学的解析の結果から予測された通りのものである。すなわち、AT2 は GPR109a に
は作用せず、GPR81 を選択的に活性化する。そのため、表皮細胞では GPR109a 活性化を
介したプロスタグランジン D2産生に基づく皮膚紅潮を惹起することなく、脂肪細胞におけ
る GPR81 活性化を介した脂肪酸分解抑制を実現することができた(図 1-7)。これらの知見
は創薬探索研究における in vitroの薬理学的解析の重要性を裏付けるものである。 
 
 
 
 
図 1-7 AT2の作用メカニズムの模式図 
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1-4 実験方法 
 
1) 実験材料 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)、HEPES、penicillin/streptomycin 及び
Hanks’ balanced buffered saline (HBSS)は Life Technologies (Carlsbad, CA)から購入し
た。MEM Alpha without DNA/RNA は日研生物医学研究所から購入した。Fatty acid-free 
bovine serum albumin (BSA)はシグマアルドリッチジャパンから購入した。Dialyzed fetal 
bovine serum (dFBS)、 fetal bovine serum (FBS)及び Fetal Clone III (FCIII)はそれぞれ
JR Scientific (Woodland, CA)、AusGeneX (Brisbane, Australia)及び Hyclone/Perbio 
(Bezons, France)から購入した。これら以外の実験材料は和光純薬から購入した。また、AT1 
N-(5-acetamido-4-(2-thienyl)-1,3-thiazol-2-yl)-4-methylbenzamide 及 び AT2 
4-methyl-N-(5-(2-(4-methylpiperazin-1-yl)-2-oxoethyl)-4-(2-thienyl)-1,3-thiazol-2-yl) 
cyclohexanecarboxamideの構造を図 1-1に示した。 
 
2) 安定発現細胞の構築 
ヒトGPR81、マウスGPR81及びヒトGPR109aをコードした cDNA断片を pAKKO-111 
H プラスミド(62)に挿入し、発現ベクターを構築した。ジヒドロ葉酸還元酵素欠損 CHO 
dhfr-細胞を 100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin、10 mM HEPES及び 10% FBS
含有MEM Alpha without DNA/RNA で培養し、上記発現ベクターをエレクトロポレーシ
ョンで導入した。翌日、単一クローンを得るために、細胞懸濁液を 100 U/ml penicillin、
100 g/ml streptomycin、10 mM HEPES及び 10% dFBS含有MEM Alphaで 10,000倍
希釈し、96穴プレートに播種した。細胞は 37℃に保温した 5% CO2存在下のインキュベー
ターで 10 日間培養した。得られた GPR81 と GPR109a のクローンは、L-乳酸ナトリウム
とニコチン酸でそれぞれ応答を確認した。 
 
3) 細胞内 cAMP濃度の測定 
細胞内 cAMP 濃度は Cisbio Bioassays 社 (Gif-sur-Yvette, France)から購入した
homogenous time-resolved fluorescence (HTRF) kitを用いて、製品添付のプロトコルに従
って測定した。具体的には、100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin及び 10% dFBS
含有MEM Alpha without DNA/RNAで培養したGPR81及びGPR109a安定発現細胞を回
収後、1.6 x 107 cells/mL になるように cAMP assay buffer (5 mM HEPES、500 M 
3-isobutyl-1-methylxanthine及び 0.1% BSA含有 HBSS)で懸濁し、5 lを 384穴浅底プ
レート(Greiner)に添加した。続いて評価化合物及び 2 M のフォルスコリンを含む cAMP 
assay buffer 5 l を添加し、室温で 1 時間反応した。その後、10 l の d2-cAMP 及び
anti-cAMP cryptate 懸濁溶液を添加し、1 時間反応した後、プレートリーダ Envision 
(PerkinElmer)で蛍光強度(665 nm, 620 nm)を測定した。 
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4) 3T3-L1脂肪細胞を用いた脂肪分解抑制作用 
未分化の 3T3-L1脂肪前駆細胞は 100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin及び 10% 
FCIII 含有 DMEM (high glucose)で 7 日間培養した後、分化培地(上記培地に 500 M 
3-isobutyl-1-methylxanthine、10 g/ml insulin及び 1 M dexamethasoneを添加)で更に
7日間培養することで分化を誘導した(63)。分化した 3T3-L1脂肪細胞は 3.0 x 104 cells/well
で 96穴コラーゲンプレート(Corning)に播種し、GPR81の発現を誘導するために 1 Mの
pioglitazone (peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamma作動薬)を添加後、
37℃に保温した 5% CO2存在下のインキュベーターで 24時間培養した。培地を除去した後、
HBSSで 2度洗浄し、0.1% BSA含有 HBSSで溶解した評価化合物を添加した。37℃に保
温した 5% CO2存在下のインキュベーターで 3 時間反応した後、培地中に放出されるグリ
セロールの量を free glycerol determination kit (シグマアルドリッチジャパン)を用いて製
品添付のプロトコルに従って定量した。 
 
5) 薬物動態試験 
化合物は 6-8週齡の雄性 C57/B16マウスへ 10 mg/kg (methylcellulose, 0.5% w/v aq.)で
腹腔内投与した。一定時間後、マウスを二酸化炭素吸収により安楽死させ、血液サンプル
を心臓穿刺により回収した。血液サンプルは 22,000 gで 4℃で 5分間遠心分離し、Liquid 
Chromatography/Mass Spectrometry (LC/MS) [Triple Quad 5500 (AB SCIEX)]で化合物
を定量した。 
 
6) in vivoにおける脂肪分解抑制作用 
実験には 12時間の明暗サイクル(午前 7時点灯、午後 7時 消灯)で飼育した 9週齡の雄性
C57/B16 マウスを用いた。100 mg/kg の AT2、100 mg/kg のニコチン酸及び vehicle (10 
ml/kg; 1% tween; 99% methylcellulose (0.5% w/v aq.))を腹腔内投与した。15分後、マウ
スを二酸化炭素吸収により安楽死させ、血液サンプルを心臓穿刺により回収した。血液サ
ンプルは 22,000 g で 4℃で 5 分間遠心分離し、−80℃で保存した。遊離脂肪酸含量は
nonesterified fatty acid (NEFA)-C kit (和光純薬)を用い、製品添付のプロトコルに従って
定量した。 
 
7) in vivoにおける皮膚紅潮作用 
雄性 C57/B16マウスを pentobarbitone (50 mg/kg, i.p.)で麻酔した。麻酔深度は全実験を
通じて測定、記録した。化合物投与のためにカテーテルを腹腔に挿入した後、右耳を裏表
にひっくり返して側部を外側に出し、測定の間耳が動かないように固定した。血流測定は
レーザードップラー血流装置(Periscan PIM 2, Periscan, Stockholm, Sweden)を用いて行
った。ベースラインが安定した後、100 mg/kgの AT2、200 mg/kgのニコチン酸及び vehicle 
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(10 ml/kg; 1% tween; 99% methylcellulose (0.5% w/v aq.))をカテーテルで投与した。測定
はニコチン酸では 10 分以上、AT2 では 15 分以上実施した。皮膚紅潮を起こさなかったマ
ウスについては、200 mg/kg のニコチン酸を投与し、皮膚紅潮を起こすことを確認した。
マウスは実験終了後屠殺した。全ての実験は、UK Animals (Scientific Procedures) Act 
1986の規定に基づいて、共同研究先の Takeda Cambridgeで行われた。 
 
8) データ解析 
HTRF cAMP assayのデータ解析はGraphPad Prism5 software (GraphPad, San Diego, 
CA)を用いて行った。GPR81は L-乳酸ナトリウムの最大活性を 100%、GPR109aはニコチ
ン酸の最大活性を 100%とし、相対活性を算出後、sigmoidal dose-response の式にフィッ
ティングすることで濃度依存曲線を作成した。P値<0.05を統計学的に有意であると判定し
た。 
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第二章 
MCHR1拮抗薬MQ1の阻害様式に関する研究 
 
2-1 緒言 
肥満は、「脂肪が過剰に蓄積した状態」と定義され、全世界でおよそ 4億人が羅患してい
るとされる(64)。肥満は 2型糖尿病、高血圧、うつ病、睡眠障害、心臓発作、脳卒中など種々
の疾病を併発するために莫大な医療的、経済的負担を引き起こすことから、深刻な社会問
題となっている(65)。これまでに製薬業界を中心に抗肥満薬開発に向けた研究開発活動がさ
かんに行われてきたが、現在使用可能な抗肥満薬の数は限られており、肥満は依然として
アンメットメディカルニーズの大きい疾患領域である(66)。 
神経ペプチドの一つであるメラニン凝集ホルモン(Melanin Concentrating Hormone; 
MCH)は、主に視床下部に発現しており、MCHを脳内投与すると摂食行動が亢進すること
などから、摂食、エネルギー代謝調節及び体重の増減に関与することが知られている
(67-74). 
MCHの受容体の一つであるMCHR1はSLC-1 (somatostatin-like receptor 1)として複数
のグループによって同定された(75-78)。MCHR1はGPCRに属し、海馬、側坐核、視床下部
等の中枢神経系に発現している(79)。MCHR1はMCHに応答して、細胞内cAMP量を抑制す
ると同時にカルシウム流入を惹起する働きがあることから、GiやGqなどの複数のGタン
パク質と共役することが示唆されている(75,77,79,80)。MCHR1欠損マウスを用いた機能解
析結果からMCHR1は摂食、エネルギー消費に関わることが明らかとなっている(81,82)。こ
うした知見からMCHR1は抗肥満薬の有望な標的分子と考えられており、現在までにピペラ
ジン系(Neurogen社)、ビフェニルカルボキサミド系(GlaxoSmithKline社)、チエノピリミジ
ノン系(GlaxoSmithKline社)、インダゾール系(Abott社)、テトラゾール系(Amgen社)など多
数の低分子MCHR1拮抗薬が報告され、そのうちピペラジン系やチエノピリミジノン系など
の一部の化合物ではヒトを対象とした臨床試験も実施された(83-85)。しかしその一方で、
現在までにMCHR1拮抗薬として承認された薬剤は一つも無く、その原因の一端は、
MCHR1拮抗薬によるMCHR1阻害の分子メカニズムが明らかになっていない点が多いた
めだと考えられる。武田薬品工業株式会社では、肥満治療のためのMCHR1拮抗薬を創出す
べくHTS及び最適化研究を実施し、リード化合物MQ1 (86) (図2-1)を創出した。 
第二章ではMQ1によるMCHR1阻害の分子メカニズムを明らかにし、MCHR1拮抗薬創出
の一助とすべく、MCHR1阻害様式の詳細な解析を行った。本章では、MQ1のアロステリ
ックモジュレーターとしての性質、MCHR1が伝達する様々なシグナル経路の阻害、時間依
存的な阻害活性増強等、MQ1のMCHR1阻害の分子メカニズムについて述べる。 
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図 2-1  MCHR1拮抗薬の化学構造式 
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2-2 結果 
 
2-2-1) MQ1がMCHR1の各種シグナル経路に与える影響 
武田薬品工業株式会社で実施されたHTS及び最適化研究によって、MCHR1拮抗薬のリー
ド化合物としてMQ1が創出された(86)。そこで、細胞フリーの結合試験系及びMCHR1安定
発現細胞を構築し、MQ1の結合活性並びにMCHR1のシグナル経路に対する阻害活性を調
べた。[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系において、MQ1は [125I]MCH-(4-19)のヒト
MCHR1膜画分に対する結合を2.2 ± 0.036 nMのIC50値で阻害した（表2-1）。続いてヒト
MCHR1を安定発現させた細胞を用いて、MQ1がMCHR1のシグナル経路に与える影響を調
べた。MCHR1はGi、Go及び Gqなどの複数のGタンパク質と共役することが知られて
いる(80)。そこでMCHによって活性化されるGi及びGqタンパク質の作用、すなわち細胞
内のcAMP量抑制及び細胞内カルシウム流入を検出する評価系を構築した。細胞内cAMP濃
度測定系において、MCHは1.8 ± 0.93 nMのEC50値で細胞内cAMP量を濃度依存的に抑制し、
その際のMQ1のIC50値は5.7 ± 1.7 nMであった(図2-2)。一方、細胞内カルシウムフラックス
測定系においては、MCHのEC50値は0.70 ± 0.086 nMであり、MQ1のIC50値は30.6 ± 6.7 nM
であった(表2-1)。細胞内カルシウムフラックスの波形を図2-3に示した。 
一般的に活性化されたGPCRはGRKによるリン酸化を受け、リン酸化されたGPCRは足
場タンパク質である-アレスチンのリクルートを惹起する。GPCRにリクルートされた-ア
レスチンは各種キナーゼの活性化や転写制御などを介して様々な生理機能に関与すること
が報告されている(30)。そこでMQ1の-アレスチンシグナルに与える影響を調べるために、
PathHunter -arrestin assay (DiscoveRx, Fremont, CA)を用いて-アレスチンシグナル測
定系を構築した。この測定系はenzyme fragment complementation法の原理に基づいてい
る。すなわち、リガンドの結合によって-アレスチンがリクルートされると、GPCRのC末
端側に結合した-ガラクトシダーゼの一部のコンポーネントと、-アレスチンに付加された
-ガラクトシダーゼの残りのコンポーネントとが再構成されて活性型酵素となり、再構成さ
れた-ガラクトシダーゼの酵素活性を測定することで、GPCRと-アレスチンの相互作用を
検出する(87)。本測定系で、MCHは2.5 ± 0.3 nMのEC50値で-アレスチンをリクルートし、
MQ1は1.7 ± 0.14 nMのIC50値でMCHによって引き起こされる-アレスチンのリクルート
を阻害した(表2-1)。これらの結果から、MQ1はMCHR1安定発現細胞において、Gi、Gq
及び-アレスチンを介した複数のシグナル経路を阻害することが明らかとなった。 
 
2-2-2) MQ1の時間依存的な阻害作用 
2-2-1)で述べたように、細胞内カルシウムフラックス測定系におけるMQ1の阻害の IC50
値(30.6 ± 6.7 nM)は、[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系(2.2 ± 0.036 nM)、細胞内 cAMP
濃度測定系(5.7 ± 1.7 nM)及び-アレスチンシグナル測定系(1.7 ± 0.14 nM)のそれらと比較
し、それぞれ 5倍、14倍、18倍程度弱く検出された。細胞内カルシウムフラックス測定系 
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表 2-1  各種評価系におけるMCHの Kd 及び EC50 値ならびにMCHR1拮抗薬の IC50値 
 
 
 
 
 
 表中 1)～6)の試験方法を以下に記す。 
1,2) [
125
I]MCH-(4-19)を用いた結合試験は実験方法の項で記載の通りに実施し、1)は 1時間、
2)は 8時間反応した。3) 結合親和性は IC50 = Ki ([A] + Kd) / ( [A] + Kd)の式で算出した。
4,5,6) 実験方法の項で記載の通りに実施し、細胞内 cAMP 濃度測定系、細胞内カルシウム
フラックス測定系及び-アレスチンシグナル測定系の MCH 濃度はそれぞれ 5 nM、5 nM
及び 10 nMに設定した。mean  SEM 1,2)は duplicate、それ以外は quadruplicate。 
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図 2-2  細胞内 cAMP濃度測定系を用いた活性測定 
(A) MCHのMCHR1対する活性化作用及び、(B) MQ1の阻害作用を、細胞内 cAMP濃度
測定系を用いて測定した。mean  SEM (quadruplicate)。  
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図 2-3  細胞内カルシウムフラックスの波形 
MCHによる細胞内カルシウム流入及び、拮抗薬による阻害の様子を示した。 
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は細胞内で引き起こされるカルシウムフラックスをリアルタイムで検出する系である一方、
[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験や細胞内 cAMP濃度の測定、或いは-アレスチンシグナ
ルの測定は、充分な反応時間の下で行われた。そこでMQ1の時間依存的な活性増強の可能
性を検証するために、異なる反応時間におけるMQ1の-アレスチンシグナル阻害活性を調
べた。その結果、反応時間を伸ばすにつれて、MQ1の阻害活性は増強した。30分の反応時
間ではMQ1の IC50値は 14 ± 2.6 nM であるのに対し、反応時間を 60分、90分及び 150
分に伸ばすことで、阻害活性はそれぞれ 4.1 ± 0.83 nM、2.6 ± 0.42 nM及び 1.9 ± 0.33 nM
に向上した(図 2-4A)。続いて、[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験でMQ1の時間依存的作
用を同様の方法で調べた。30分の反応時間ではMQ1の IC50値は 2.5 ± 0.53 nMであるの
に対し、反応時間を60分、90分及び150分に伸ばすことで、活性はそれぞれ1.0 ± 0.41 nM、
0.57 ± 0.12 nM及び 0.39 ± 0.073 nMに向上した(図 2-4B)。以上の結果より、MQ1は時間
依存性のあるMCHR1拮抗薬であることが示された。続いてMQ1の構造類縁体であるMQ2
及びMQ3(図 2-1)について、各種測定系における阻害活性を調べ、その結果を表 2-1に示し
た。MQ1と同様に、MQ2及びMQ3も、細胞内カルシウムフラックス測定系における阻害
活性が、他の 3 種類の測定系([125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系、細胞内 cAMP 濃度測
定系、-アレスチンシグナル測定系)よりも弱く検出される傾向が認められた。しかし、MQ2
及び MQ3 における細胞内カルシウムフラックス測定系と他の測定系の活性の乖離は最大
で 5.1 倍及び 9.4 倍であり、その乖離の程度は MQ1 よりも弱いことが示唆された。更に
[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系で、反応時間 1 時間または 8 時間で評価した結果、
MQ2及びMQ3いずれも活性に変化は認められなかったことから(図 2-5)、MQ2及びMQ3
はMQ1と比較すると時間依存性の低い化合物であると考えられた。そこで以降の実験では、
時間依存性の高い MQ1 に対して、時間依存性の低い対照化合物として MQ2 及び MQ3 を
使用することとした。 
 
2-2-3) MQ1の可逆性評価 
MQ1は時間依存的な作用を示すことから、本化合物は共有結合を介した不可逆的阻害剤
である可能性が考えられる。そこでこの可能性を検証するために、Affinity Selection Mass 
Spectrometry (ASMS)を用いたMCHR1膜画分に対する結合試験系を構築した。本試験系
では、MCHR1 膜画分と化合物を反応後、反応液をゲル濾過に供することで MCHR1 膜画
分に結合していないフリーの化合物を除去した。更に、化合物/膜画分複合体を含む溶出サ
ンプルにアセトニトリルを加えて膜画分を変性させることで、化合物を膜画分から解離さ
せ、解離した化合物を LC/MS/MS で定量した。MQ1 の MCHR1 に対する特異的結合量を
算出するためには、全結合量から MCHR1 膜画分に対する非特異的結合量を差し引く必要
がある。そこでMQ1の構造類縁体であり、[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系で 45 ± 13 
nMの阻害活性を有するMQ2 (表 2-1)を過剰量添加することで、MQ1のMCHR1膜画分に
対する非特異的結合量を測定した。その結果、図 2-6の赤いラインで示される通り、MQ1  
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図 2-4  MQ1の時間依存的な阻害活性 
(A) MQ1 の時間依存的な阻害活性を-アレスチンシグナル測定系で調べた。ヒト MCHR1
安定発現細胞とMQ1 及びMCH (10 nM)を 30分、60分、90分及び 150分間反応した。
mean  SEM (quadruplicate)。(B) MQ1の時間依存的な阻害活性を[125I]MCH-(4-19)を用
いた結合試験系で調べた。ヒトMCHR1膜画分とMQ1及び[125I]MCH-(4-19) (50 pM)を 30
分、60分、90分及び 150分間反応した。全てのデータポイント(duplicate)を記載した。  
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図 2-5  MCHR1拮抗薬MQ2及びMQ3の阻害活性  
反応時間 1時間(□)及び 8時間(■)における(A) MQ2と(B) MQ3の濃度依存的な阻害作用を
[
125
I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系で調べた。全てのデータポイント(duplicate)を記載し
た。 
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図 2-6  ASMSを用いたMQ1のMCHR1への結合の確認 
ヒトMCHR1膜画分とMQ1を、30 MのMQ2存在下(□)または非存在下(○)で 210分間反
応させた。MQ1 の特異的結合(●)は、MQ2 非存在下の全結合から過剰量の MQ2 存在下の
非特異的結合を差し引いた値として算出した。全てのデータポイント(duplicate)を記載した。 
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はMCHR1膜画分に対して特異的な結合をしていることが示された。MQ1が共有結合を介 
して不可逆的阻に結合した場合は、アセトニトリル添加で膜画分を変性させても、化合物
はタンパク質から解離しない。従って、上記実験でMQ1の特異的結合が確認された事実は、
MQ1のMCHR1への可逆的結合を示唆するもであると考えられた。 
 
2-2-4) MQ1の阻害作用にウォッシュアウトが与える影響 
時間依存的な可逆的阻害は、一般的に化合物の受容体からの解離速度が遅いことに起因
すると考えられる(88)。そこでこの仮説を検証すべく、-アレスチンシグナル測定系を用い
て、ウォッシュアウト実験を行った。本ウォッシュアウト実験では、化合物と MCHR1 安
定発現細胞を 2 時間反応後、PBS で細胞をウォッシュアウトすることで反応系中のフリー
の化合物を除去した。一定時間後 MCH を添加することで、その時点で MCHR1 に結合し
ている化合物による阻害活性を-アレスチンシグナル測定系で評価した。まず予備検討とし
て、MQ1またはMQ2とMCHR1安定発現細胞を反応後、ウォッシュアウト無しで、化合
物の阻害活性を測定した。その結果、図 2-7A及び Bの黒いラインで示されるように、MCH
によって引き起こされる-アレスチンのリクルートが濃度依存的に阻害されることを確認
した。続いて、MCH 添加の直前に 2 回のウォッシュアウトを行い、同様の実験を行った。
その結果、MQ1の阻害活性はウォッシュアウト無しでは 1.3 ± 0.13 nMであるのに対し、
ウォッシュアウト有りでは 2.1 ± 0.72 nMで、大きな変化は認められず、ウォッシュアウト
後も阻害活性は維持されることが示された(図 2-7A)。一方で、[125I]MCH-(4-19)を用いた結
合試験等から時間依存性が低いことが示唆されたMQ2 (図 2-1, 2-5A)の場合は、ウォッシュ
アウト無しでの阻害活性が 74 ± 12 nMであるのに対し、ウォッシュアウト有りでの阻害活
性は 3900 ± 2500 nMと、大きく減弱した(図 2-7B)。以上の結果より、MQ1の時間依存性
は解離速度の遅さに起因することが示唆された。 
 
2-2-5) MQ1の速度論的解析 
MQ1の受容体からの解離速度を調べるために、ASMSを用いた結合試験を使って速度論
的解析を実施した。MQ1 と MCHR1 膜画分を反応した後、MQ1 の構造類縁体を過剰量加
えることで、MQ1の受容体からの解離の時間変化を調べた。構造類縁体には、結合試験で
16 ± 3.6 nMの阻害活性を示し、時間依存性が低いMQ3を使用した(図 2-1, 2-5B)。図 2-8
に示す通り、MQ1 はゆっくりと MCHR1 膜画分から解離し、その解離速度定数は 0.53 ± 
0.024 h-1であった。対照的に、ウォッシュアウト実験で著しい活性減弱が認められたMQ2
の解離は比較的早く、その解離速度定数は 2.6 ± 0.2 h-1であった。以上より、上記ウォッシ
ュアウト実験と矛盾しない結果が速度論的解析から得られた。 
 
2-2-6) MQ1の阻害様式 
続いてMQ1の阻害様式を調べるために、MQ1がMCHの濃度依存曲線に与える影響を 
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図 2-7  MCHR1拮抗薬の阻害活性にウォッシュアウトが及ぼす影響  
ヒトMCHR1安定発現細胞と、0.1% BSA 含有 Opti-MEM で溶解させた(A) MQ1または
(B) MQ2 を 2 時間反応した。化合物を含む Opti-MEM 培地を除去し、50 l の PBS で 2
回細胞を洗浄した。その後、細胞は 10 nMのMCHで刺激し、化合物の阻害活性を-アレ
スチンシグナル測定系で調べた。mean  SEM (quadruplicate)。 
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図 2-8  MCHR1拮抗薬の速度論的解析 
MQ1 (□) 及びMQ2 (■)をヒトMCHR1膜画分と結合させた後、過剰量の構造類縁体MQ3
を添加し、一定時間後の結合量を ASMSを用いて測定した。ヒトMCHR1膜画分と結合さ
せた後の最初の結合シグナルを 100%、MQ3によって完全に置換された際のシグナルを 0%
とし、一定時間後の相対的な結合量をプロットした。mean  SEM (sextuplicate)。 
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-アレスチンシグナル測定系で調べた。MQ1 は時間依存性があるので、評価は反応系が平
衡に達した状態で行う必要がある。そこでまず、MCH の MQ1 存在下での EC50値の時間
変化を調べた。その結果、異なる MQ1 濃度における MCH の EC50値は、反応時間 4時間
と 8 時間の間で統計学的に差がないことが明らかとなり、反応系は 4 時間で平衡に達して
いることが示唆された(表 2-2)。更に、10 nM及び 100 nMのMCH存在下におけるMQ1
の阻害活性の時間変化を調べ、IC50 値が 4 時間を過ぎると一定になることを確認した(図
2-9)。以上の結果より、反応系は 4時間で平衡に達することが予想されたので、確実に平衡
状態で行うために本試験の反応時間は 8 時間に設定した。MCH の濃度依存曲線は、MQ1
の濃度を上げるに従って、右側にシフトすると共に、薬物の最大活性を表す Emax が低下
する insurmountableな阻害様式を示した(図 2-10A、表 2-3)。また、時間依存性が低いMQ2
を用いて同様の実験を実施したところ、MQ1と同様の傾向が認められた(図2-10B、表2-3)。
MCH の Emax の低下が評価化合物の細胞傷害性に起因する可能性を調べるために、MQ1
及び MQ2 と 8 時間反応後の細胞の生存率を CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability 
assay (プロメガ)を用いて評価した。その結果、細胞の生存率に変化は無く、両化合物は細
胞傷害性を有していないことが示された(data not shown)。 
MQ1 や MQ2 が MCH と同じサイトに結合する場合、すなわち競合的拮抗薬として挙動
する場合、MCH の濃度を充分に上げると、MCHR1 に結合している MQ1 や MQ2 は最終
的にはMCHに置換されるため、Emaxは 100%まで到達することが予想される。しかし本
実験では、MCH濃度を上げても Emaxは 100%に到達することなく低下する傾向が認めら
れた。この結果はMQ1やMQ2が競合的拮抗薬ではないこと、すなわちアロステリックサ
イトに結合するアロステリックモジュレーターであることを示唆するものと考えられる。
実際に、MCH と同じサイトに結合することが予測されるペプチド性の拮抗薬         
[Gva (5-guanidinovaleric acid)-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Ava (aminovaleric 
acid)-Cys-NH2, disulfide bond between Cys2-Cys10]を用いて同様の実験を行ったところ、
MQ1 や MQ2 とは対照的に、Emax の低下は認められず、MCH の濃度依存曲線は右側へ
平衡移動した(図 2-10C、表 2-3)。以上の結果より、ペプチド拮抗薬はオルソステリックサ
イトに作用する競合的拮抗薬である可能性が示唆された。 
続いて、この MQ1及びMQ2 の阻害作用が-アレスチンシグナル測定系に特異的なアー
ティファクトで無いことを確認するために、同様の実験を細胞内 cAMP 濃度測定系を用い
て実施した。その結果、-アレスチンシグナル測定系の結果と同様に、MQ1 及び MQ2 は
MCHの濃度依存曲線を右側へシフトすると共に Emaxを低下させ、insurmountableな阻
害様式を示した(図 2-11、表 2-4)。以上の結果より、上記と同様の理由で、MQ1及びMQ2
はネガティブアロステリックモジュレーターとして作用することが示唆された。 
 
2-2-7) [125I]MCH-(4-19)とMCHR1の相互作用にMQ1が与える影響 
アロステリックモジュレーターの特徴の一つは、受容体の構造変化を引き起こすことで、 
46 
 
表 2-2  異なる反応時間及びMQ1濃度におけるMCHの pEC50値 
 
 
 
 
反応時間 4 時間及び 8 時間における MCH の MQ1 存在下での EC50値を-アレスチンシグ
ナル測定系で調べた。mean  SEM (quadruplicate)。(反応時間 4時間との比較、unpaired 
t-testを用いた統計解析で有意差なし、p > 0.05) 
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図 2-9  MQ1の阻害活性(pIC50)の時間変化 
ヒトMCHR1安定発現細胞とMQ1及び 10 nMまたは 100 nMのMCHを反応し、1 時間、
2 時間、4 時間、 8 時間、24時間及び 32時間後の阻害活性(pIC50)を-アレスチンシグナ
ル測定系で調べた(quadruplicate)。 
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図 2-10  MCHR1拮抗薬が-アレスチンシグナルにおけるMCHの濃度依存活性に及ぼす
影響 
異なる濃度の (A) MQ1、 (B) MQ2 及び (C)ペプチド拮抗薬 [Gva (5-guanidinovaleric 
acid)-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Ava (aminovaleric acid)-Cys-NH2, disulfide bond 
between Cys2-Cys10] 存在下におけるMCHの濃度依存活性を-アレスチンシグナル測定系
で調べた。MCHR1拮抗薬非存在下におけるMCHの最大活性を 100%として、各濃度にお
ける相対値をプロットした。mean  SEM (quadruplicate)。 
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表 2-3  -アレスチンシグナル測定系における各種MCHR1拮抗薬存在下でのMCHの
Emax 
 
 
 
※ 拮抗薬非存在下でのMCHの最大活性を 100とした際の、各化合物存在下でのMCHの
最大活性の相対値 
 
 
MQ1、MQ2 及びペプチド拮抗薬存在下における MCH の Emax 値を-アレスチンシグナ
ル測定系で調べた。mean  SEM (quadruplicate)。***: P < 0.001 (対照 Emax値との比較、
統計解析は ANOVA with Dunnett’s test) 
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図 2-11  MCHR1拮抗薬が cAMPシグナルにおけるMCHの濃度依存活性に及ぼす影響 
異なる濃度の(A) MQ1及び(B) MQ2 存在下におけるMCHの濃度依存活性を細胞内 cAMP
濃度測定系で調べた。MCHR1拮抗薬非存在下におけるMCH の最大活性を 100%として、
各濃度における相対値をプロットした。mean  SEM (quadruplicate)。 
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表 2-4  細胞内 cAMP濃度測定系における各種MCHR1拮抗薬存在下でのMCHの Emax 
 
 
※ 拮抗薬非存在下でのMCHの最大活性を 100とした際の、各化合物存在下でのMCHの
最大活性の相対値 
 
 
MQ1 及び MQ2 存在下における MCH の Emax 値を細胞内 cAMP 濃度測定系で調べた。
mean  SEM (quadruplicate)。**: p < 0.01; *** p < 0.001 (対照 Emax値との比較、統計解
析は ANOVA with Dunnett’s test) 
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オルソステリックリガンドの受容体への結合速度または解離速度を変化させることである。
そこで、MQ1がアロステリックモジュレーターであることの更なる確証を得るために、 
[125I]MCH-(4-19)のMCHR1からの解離に関する速度論的解析を行った。[125I]MCH-(4-19)
と MCHR1 膜画分を反応した後、非標識 MCH-(4-19)を過剰量添加することで、
[125I]MCH-(4-19)の解離の時間変化を測定した。MCH の MCHR1 からの解離速度定数は
0.13 ± 0.028 min-1であった。続いて、MCH-(4-19)と同じサイトに結合することが予想され
るペプチドアナログである MCH-(1-19)を系に添加した。この時、[125I]MCH-(4-19)の解離
速度に影響は認められなかった(図 2-12)。一方で、MQ1 や MQ2 を添加すると、解離速度
定数は有意に変化し、それぞれ 0.011 ± 0.0031 min-1と 0.026 ± 0.0064 min-1となった(図
2-12)。これらの結果は、MQ1及びMQ2が[125I]MCH-(4-19)の解離速度を変化させること、
そしてMCHR1のアロステリックサイトに作用することを示すものである。 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-12  MCHR1拮抗薬が[125I]MCH-(4-19)の解離速度に及ぼす影響 
ヒトMCHR1膜画分と 50 pM [125I]MCH-(4-19)を 2時間反応させた。その後、MQ1 (●)、
MQ2 (○)及び MCH-(1-19) (□)存在下または非存在下 (■)で、過剰量 (1 M)の非標識
MCH-(4-19)を添加した。ヒト MCHR1 膜画分と結合させた後の最初の結合シグナルを
100%、非標識MCH-(4-19)によって完全に置換された際のシグナルを 0%とし、一定時間後
の相対的な結合量をプロットした。mean  SEM (triplicate)。 
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2-2-8) 変異導入による結合部位の推定 
MQ1がMCHとは異なるサイトに結合することをより直接的に示すために、MCHR1の
トランスメンブレン(TM)ヘリックスに部位特異的な変異導入を行った。Hollensteinらの報
告(41) によれば、同じペプチド性の GPCRである corticotrophin-releasing factor receptor 
1 (CRF1R)では、3番目、5番目及び 6番目の TMヘリックスがアロステリックポケットを
形成していることが結晶構造情報から明らかとなっている。そこで、発現ベクター
pCMV-PL/hMCHR1 を鋳型として、上記の TM ヘリックスに位置する 18 アミノ酸をそれ
ぞれアラニンまたはバリンに変換した発現ベクターを構築した。MCHR1 のアミノ酸配列
及び変異を導入したアミノ酸を図 2-13 に示した。作成した発現ベクターを-アレスチン安
定発現細胞に一過的に導入し、それぞれの変異体におけるMCH及びMQ1の活性を、-ア
レスチンシグナル測定系で調べた。Macdonald らの報告(89)でリガンドへの結合が明らか
となっている Thr209及び Gln276のアラニン置換は、報告通りMCHの pEC50値を有意に低
下させたが、MQ1の活性には影響を与えなかった(表 2-5)。その一方で、Ala136及び His147
の変異体は、MCHの pEC50値には影響を与えることなく、MQ1の IC50値を有意に低下さ
せた(表 2-5)。これらの結果は Ala136及び His147が MQ1 への結合に関与することを示すも
のであり、MQ1がMCHとは異なるサイトに結合することを裏付けるものである。 
 
2-2-9) MQ1の選択性 
MQ1 の他のタンパク質に対する選択性を調べるために、GPCR、酵素、イオンチャネル
等を含む約 100種類の創薬標的分子に対する影響を、Ricerca Bioscinces社(Concord, OH)
において結合試験または酵素試験で評価した。この結果、MQ1は 1 Mにおいていずれの
分子に対しても活性を示さなかった(data not shown)。特に、MCHR1 と相同性の高い
MCHR2、ソマトスタチン受容体 1、オピオイド受容体等に対しても、活性を示さなかっ
たことから、MQ1はMCHR1に極めて選択性の高い化合物であることが示された。 
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図 2-13  MCHR1のアミノ酸配列 
1から 7番目のトランスメンブレンヘリックス(TM1～TM7)の位置を黒線で示すと共に、変
異を導入した 18アミノ酸を赤字で示した。 
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表 2-5  MCHR1への変異導入がMCH及びMQ1の活性に与える影響 
 
 
 
MCHR1への変異導入がMCHやMQ1の阻害活性に及ぼす影響を-アレスチンシグナル測
定系で調べ、MCH 及び MQ1 の pEC50 と pIC50 をそれぞれ示した。mean ± SEM 
(quadruplicate)。*: p < 0.05 (野生型との比較、統計解析は unpaired t-test) 
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2-3 まとめと考察 
 
第 2 章では武田薬品工業株式会社で創出された MCHR1 拮抗薬 MQ1 の作用機序を分子
レベルで明らかにすることを目的とし、種々の生化学的及び分子細胞学的解析を実施した。
MCHR1のシグナル経路に与える影響を調べた結果、MQ1はMCHR1の複数のシグナル経
路を一律に抑制する拮抗薬であることが明らかになった。更にMQ1は受容体からの解離が
遅い可逆的な化合物であること、そして MCHR1 のネガティブアロステリックモジュレー
ターとして作用することが明らかとなった。MQ1によるMCHR1の阻害の模式図を図 2-14
に示し、複数シグナル経路阻害、受容体からの遅い解離、ネガティブアロステリックモジ
ュレーションについて以下に考察する。 
 
 
 
 
 
図 2-14  MQ1によるMCHR1のアロステリック阻害の模式図 
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複数のシグナル経路の阻害 
MQ1は Giと-アレスチンのシグナルをそれぞれ 5.7 ± 1.7 nMと 1.7 ± 0.14 nMの IC50
値で阻害した。これは、[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験における IC50値(2.2 ± 0.036 nM)
と同程度の活性である。一方で、細胞内カルシウムフラックスアッセイで測定した際の IC50
値は 30.6 ± 6.7 nMと若干弱く算出された。この原因は、細胞内カルシウムフラックスアッ
セイが非平衡状態で実施されたためだと考え、MQ1 と MCHR1 安定発現細胞を 60 分反応
させた後、MQ1の活性評価を行った。その結果MQ1の活性は 5.2 ± 2.9 nMと、他の試験
と同程度まで上昇した。以上の結果より、MQ1は平衡状態で評価した場合、複数のシグナ
ルを同程度の強さで阻害する働きを持つことが示された。 
これまでにGqやGiのシグナルを阻害する幾つかのMCHR1拮抗薬が報告されている
が(90-92)、-アレスチンシグナル阻害作用に関する報告は無い。-アレスチンシグナルは、
インターナリゼーションやそれに続く脱感作に関わる他にも、様々なシグナル伝達系に関
与することが近年明らかになってきた(30)。MCHR1の場合は、薬効発揮に関与するシグナ
ル経路が現在のところ不明であり、また in vivoで実際に流れるシグナル経路に関する情報
も無い。こうした点を考慮すると、リコンビナント過剰発現系で検出される全てのシグナ
ル経路を遮断することは、in vivoで薬効を確実に発揮するために重要だと考えられる。従
って、全てのシグナル経路を遮断するMQ1の性質は in vivoでの薬効発揮の可能性を高め
るものであり、拮抗薬として好ましいプロファイルだと考えられる。また近年は、各シグ
ナル経路ごとに異なる作用を有するバイアスアゴニストと呼ばれる化合物の報告が相次い
でおり(47,93-95)、薬剤の最適化研究を行うにあたって、各シグナル経路とその生理的役割
との関係性理解の重要性が高まっている。こうした観点からも、本章で実施した各種シグ
ナル経路の測定系構築及び化合物の阻害活性の把握は、MCHR1 拮抗薬の研究推進にあた
って重要な意義を持つと考えられる。 
 
受容体からの遅い解離 
細胞ベースの-アレスチンシグナルアッセイ (図 2-4A)、そして細胞フリーの
[125I]MCH-(4-19)結合試験(図 2-4B)いずれにおいても、MQ1 の阻害活性は時間経過と共に
増強した。更にMQ1の阻害活性はウォッシュアウト後も減弱しなかった(図 2-7A)。これら
の結果は MQ1 が MCHR1 からゆっくりと解離する化合物であることを示唆するものであ
る。一般的に解離の遅い拮抗薬は、受容体への滞留時間が伸びることで薬効の持続が期待
される(88,96,97)。例えば、アンジオテンシン AT1 受容体拮抗薬である candesartan は解
離の遅い薬剤であることが知られているが、この化合物は解離の速い他の薬剤に比べて強
力な降圧作用を有することが報告されている(98,99)。また、オピオイド受容体拮抗薬
buprenorphine の薬理作用は受容体からの解離の遅さに起因していることが示されている 
(100)。従って、最適化研究においては、化合物の解離速度に関する速度論的解析を行うこ
とが、正確な構造活性相関を得るために重要である。そこで化合物の解離速度定数を直接
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的に求めるために、ASMSを用いた結合試験系を構築した。この試験により、MQ1の解離
速度定数は 0.53 ± 0.024 h-1 と算出された。一方で、異なる反応時間で実施した
[125I]MCH-(4-19)結合試験の結果から時間依存性が低いと考えられた MQ2は、ウォッシュ
アウトにより阻害活性が大幅に減弱した(図 2-7B)。さらに ASMSを用いた結合試験系で算
出された解離速度定数は 2.6 ± 0.2 h-1であり、MQ1よりも約 5倍速いことが示された。こ
のように、僅かな化学構造の変化が解離速度を大きく変えることは特筆に価するとともに、
最適化研究における速度論的解析の重要性を示すものだと考えられる。これまでに多くの
MCHR1拮抗薬が報告されているが、詳細な速度論的解析が実施された例はなく、MQ1は
解離速度が遅いことが示された初めてのMCHR1拮抗薬である。MQ1のこのユニークな性
質は in vivoにおける薬効持続に貢献するものと期待される。 
 
ネガティブアロステリックモジュレーション 
MQ1 の阻害様式を調べた結果、MQ1 は insurmountable な阻害作用を示した(図 2-10, 
2-11)。一般的に、insurmountableな阻害作用を引き起こす原因としては、非平衡状態での
評価、不可逆的阻害、化合物による細胞傷害性そしてネガティブアロステリックモジュレ
ーション等が考えられる (101)。そこでまず、試験が非平衡状態で行われている可能性を排
除するために、MQ1とMCHの反応時間を 8時間に設定した。これは 4時間と 8時間の反
応時間を比較した際に、MQ1の阻害活性やMCHの Emaxの抑制率に変化が無かったこと
から(表 2-2、図 2-9)、本試験系は 4 時間で平衡に達していると判断したためである。従っ
て、MQ1 による insurmountable な阻害作用は非平衡状態での評価に起因するものではな
いと考えた。続いて、MQ1が不可逆的な拮抗薬である可能性を、ASMSを用いた結合試験
を使って検証した。その結果、MQ1 の MCHR1 膜画分に対する特異的な結合が確認され、
MQ1のMCHR1に対する結合は可逆的であることが示された(図 2-6)。また、MQ1添加は、
細胞の生存率に影響を与えないことから、MQ1は細胞傷害性を有していないことが示され
た。 
以上の結果より、MQ1はネガティブアロステリックモジュレーターとして作用する可能
性が示された。そこで MQ1 が MCHR1 のアロステリックサイトに結合することを確かめ
るために、放射性ラベルした[125I]MCH-(4-19)を用いた速度論的解析を実施した。化合物の
結合速度定数及び解離速度定数は、相互作用する受容体の立体構造によって規定される固
有の値である。従ってアロステリックモジュレーターの結合によって受容体の立体構造が
変化すると、オルソステリックリガンドの結合速度定数または解離速度定数、或いはその
いずれもが変化することが予想される (35)。MCH-(4-19)のペプチドアナログである
MCH-(1-19)は[125I]MCH-(4-19)の解離速度定数を変化させなかったのに対して、MQ1は顕
著な変化を引き起こし(図 2-12)、MQ1 がアロステリックサイトに作用することを裏付ける
結果となった。興味深いことに[125I]MCH-(4-19)の解離速度定数はMQ1 によって低下する
ことが明らかになった。これまでにも幾つかのネガティブアロステリックモジュレーター
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で同様の傾向が確認されている。例えばムスカリン性アセチルコリン受容体のネガティブ
アロステリックモジュレーターはオルソステリック作動薬の結合親和性を弱める一方で、
解離速度定数を低下させる作用があることが報告されている(102)。従って、MQ1はこうし
た化合物同様に、受容体の立体構造を変化させた結果、結合速度定数及び解離速度定数の
いずれをも低下させる性質を有していると考えられる。 
また、MQ1 の結合部位が MCH のそれと異なることを別の手法で示すために、-アレス
チンシグナル測定系を利用した変異体実験を行った。ネガティブアロステリックモジュレ
ーターとの複合体として GPCR で唯一結晶構造情報がある CRF1R の情報(41)をもとに、
CRF1Rのアロステリックサイトに相当する部位に変異導入を行った。ほとんどの変異体で
MCH の EC50値に変化は無かったことから、これらの変異は MCHR1 の立体構造や MCH
との結合に影響を与えないことが示唆された。一方で、3番目の TMヘリックスに存在する
Ala136と His147を置換すると、MCH の EC50値には影響を与えずに MQ1 の阻害活性のみ
を有意に変化させたことから(表 2-5)、これらのアミノ酸が MQ1 との結合に関与すること
が示唆された。これらの結果は、MQ1が生体内リガンドであるMCHとは異なる部位、す
なわちアロステリックサイトに作用することを裏付けるものである。CRF1R の結晶構造情
報によれば、CRF1R のネガティブアロステリックモジュレーターである CP-376395 は、
TMヘリックスの細胞質側奥深くに結合しており、リガンドの CRFが先に結合した場合、
CP-376395 はアロステリックサイトにアクセス出来ないことが予想される(41)。一方で、
MQ1 は MCHR1 に結合している MCH の解離速度定数を変化させた。これは、MCH が
MCHR1に結合している状態であっても、MQ1がMCHR1のアロステリックサイトにアク
セス出来ることを示唆しており、こうした結果はMQ1の結合様式が CP-376395の CRF1R
に対するそれとは異なることを示すものであると考えられる。 
最後に、MQ1 は MCHR1 と相同性の高い GPCR を含めた多くのタンパク質に対して活
性を示さず、MCHR1 に対して極めて高度な選択性を有していることを確認した。一般的
にアロステリックサイトはオルソステリックサイトと比較して構造的多様性が豊かだと考
えられており、この結果アロステリックモジュレーターは高度な選択性の獲得が期待され
る(35)。従ってMQ1の極めて高い選択性は、アロステリックサイトへの結合に起因してい
ることが、一つの可能性として考えられる。 
これまでにMCHR1拮抗薬としては、競合的拮抗薬(91), オルソステリックサイトに結合
する insurmountableな拮抗薬(92)、そして非競合的拮抗薬(103)が報告されている。しかし
ながら、これまでにアロステリックサイトに結合することが明確に示された MCHR1 拮抗
薬の報告は無い。本研究は、MCHR1 に低分子化合物が作用できるアロステリックサイト
が存在することを示した初めての報告である。更に低分子化合物がこのアロステリックサ
イトに結合することで、複数のシグナル経路の抑制、受容体からの遅い解離、高度な選択
性など、拮抗薬として好ましいプロファイルを獲得できることが明らかになった。これら
の知見はMCHR1拮抗薬の研究開発活動を促進させると共に、MQ1が既存の化合物と比較
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した際に、拮抗薬として優れたプロファイルを有していることを示すものである。 
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2-4 実験方法 
 
1) 実験材料 
MCH 
(Asp-Phe-Asp-Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-Gln-Val, 
disulfide bond between Cys7-Cys16)、leupeptin及び phosphoramidonはペプチド研究所か
ら 購 入 し た 。 MCH-(4-19) 
(Met-Leu-Arg-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Arg-Pro-Cys-Trp-Gln-Val, disulfide bond 
between Cys4-Cys13) 及 び ペ プ チ ド 性 MCHR1 拮 抗 薬 [Gva (5-guanidinovaleric 
acid)-Cys-Met-Leu-Gly-Arg-Val-Tyr-Ava (aminovaleric acid)-Cys-NH2, disulfide bond 
between Cys2-Cys10] (104)は東レリサーチセンター及びベックスからそれぞれ購入した。
Opti-MEM、Lipofectamine LTX 及び L-glutamine は Life Technologies から購入した。
3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio] propanesulfonic acid (CHAPS)及び Tween20
は、シグマアルドリッチ及びバイオラッドからそれぞれ購入した。これら以外の実験材料
は 和 光 純 薬 か ら 購 入 し た 。 ま た 、 MQ1 
4-(cyclopropylmethoxy)-N-(8-methyl-3-((1R)-1-(pyrrolidin-1-yl)ethyl)quinolin-7-yl)- 
benzamide (86)、MQ2 
4-(4-hydroxybutoxy)-N-(8-methyl-3-((1R)-1-(pyrrolidin-1-yl)ethyl)quinolin-7-yl)benz- 
amide及び MQ3 
4-(cyclopropylmethoxy)-N-(8-methyl-3-(((1-oxidotetrahydro-2H-thiopyran-4-yl)amino) 
methyl)quinolin-7-yl)benzamideの構造を図 2-1に示した。 
 
2) 安定発現細胞の構築 
①ヒトMCHR1発現細胞の作成 
ヒト MCHR1 をコードした cDNA 断片を pAKKO-111H プラスミド (62)に挿入し、発
現ベクターを構築した。CHO dhfr-細胞を 100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin及
び 10% FBS含有MEM Alpha without DNA/RNAで培養し、上記発現ベクターをエレクト
ロポレーションで導入した。翌日、単一クローンを得るために、細胞を 100 U/ml penicillin、
100 g/ml streptomycin及び 10% dFBS含有MEM Alpha without DNA/RNA で 10,000
倍希釈し、96穴プレートに播種した。細胞は 37℃に保温した 5% CO2存在下のインキュベ
ーターで 3 週間培養した。得られたヒト MCHR1 のクローンは、MCH 刺激で応答を確認
した。 
②ヒトMCHR1/-アレスチン発現細胞の作成 
-アレスチンシグナル測定系構築にあたっては、ヒトMCHR1 をコードした cDNA断片
を、DiscoveRx から購入した pCMV-ProLink プラスミドに挿入し、発現ベクター
pCMV-PL/hMCHR1を構築した。この発現ベクターを、同じく DiscoveRxから購入した-
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アレスチン--gal-EA 融合タンパク質安定発現 CHO-K1 細胞(CHO-K1-BAEA 細胞)に
FuGENE 6 Transfection Reagent (プロメガ)を用いて導入した。翌日、単一クローンを得
るために、細胞を 100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin、2 mM L-glutamine、500 
g/ml G418及び 10% FBS含有 Ham’s F-12で 10,000倍希釈し、上記 2) ①と同様の方法
でクローンを取得した。 
 
3) 細胞内 cAMP濃度の測定 
細胞内 cAMP濃度はPerkinElmerから購入したAlphaScreen cAMP Assay kitを用いて、
製品添付のプロトコルに従って測定した。具体的には、100 U/ml penicillin, 100 g/ml 
streptomycin及び 10% dFBS含有MEM Alpha without DNA/RNAで培養したMCHR1
安定発現 CHO dhfr-細胞を回収後、1.0 x 106 cells/mLになるように AlphaScreen cAMP 
assay buffer (50 mM HEPES、500 M 3-isobutyl-1-methylxanthine及び 0.1% BSA含有
HBSS)で懸濁し、10 lを 384穴オプチプレート(PerkinElmer)に添加した。続いて評価化
合物及び 20 Mのフォルスコリンを含むAlphaScreen cAMP assay buffer 10 lを添加し、
室温で 8 時間反応した。その後、 30 L の anti-cAMP acceptor beads 及び
biotinylated-cAMP/streptavidin donor beads 懸濁溶液を添加し、2時間反応した後、プレ
ートリーダ Envisionで蛍光強度(680 nm, 620 nm)を測定した。 
 
4) 細胞内カルシウムフラックスの測定 
100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin及び 10% dFBS含有MEM Alpha without 
DNA/RNA で培養したMCHR1安定発現 CHO dhfr-細胞を、黒色透明 384穴プレート(BD 
Biosciences)に、1.0 x 104 cells/30 lの密度になるように播種し、37℃に保温した 5% CO2
存在下のインキュベーターで培養した。翌日、培地を除去し 30 lのローディングバッファ
ー[0.1% BSA、0.3 g/mL fluo-4AM (同仁化学研究所)、2.5 mM probenecid (同仁化学研究
所)及び 0.08% Cremophor EL (同仁化学研究所)含有 50 mM HEPES (pH 7.5)]を添加した。
37℃に保温した 5% CO2 存在下のインキュベーターで 30 分間反応した後、室温に戻し、
HBSS assay buffer (50 mM HEPES及び 0.1% BSA 含有 HBSS)で溶解した評価化合物を
10 l添加した。室温で 10分間反応した後、HBSS assay bufferで溶解したMCHを添加
し、その時の細胞内カルシウムフラックスを FLIPR Tetra (Molecular Devices, Sunnyvale, 
CA)で測定した。 
 
5) -アレスチンシグナルの測定 
50 mM HEPES、100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin、100 g/ml G418及び 
10% FBS含有Ham’s F-12で培養したヒトMCHR1/-アレスチン発現細胞を、白色 384穴
プレート(Corning)に、5.0 x 103 cells/30 lの密度になるように播種し、37℃に保温した 5% 
CO2存在下のインキュベーターで培養した。翌日、培地を除去し、0.1% BSA含有Opti-MEM
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で溶解した評価化合物及びMCHを 25 l添加した。37℃に保温した 5% CO2存在下のイン
キュベーターで 4時間反応した後、12.5 lの PathHunter detection reagent (DiscoveRx) 
を添加した。室温で 2時間反応した後、プレートリーダ Envision で発光強度を測定した。 
 
6) [125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験 
ヒトMCHR1膜画分とヨードラベルMCH ([125I]MCH-(4-19))の調製及び受容体結合アッ
セイは Takekawaらの報告(90)に従って実施した。MCH-(4–19)は 50 mM ホウ酸バッファ
ー(pH 8.0)中で [125I] (monoiodinated) Bolton–Hunter reagentと 37 °Cで 2時間反応させ
た。反応液は TSK gel ODS-80TM column (4.6  250 mm, Tosoh)を用いて HPLCで分離し
た。アセトニトリル 20%から 60%までの濃度勾配溶出を行い、流速 1.0 ml/分で 35分間か
けて分離した。主要なヨード化ピークを回収し、MCHR1 binding buffer [1 mM EDTA、
0.1% BSA、0.06% CHAPS、10 g/ml of phosphoramidon及び 20 g/ml of leupeptine含
有 25 mM Tris-HCl (pH7.5)]で溶解した。得られたラベル体([125I]MCH-(4-19))は、0.4 g
のヒトMCHR1膜画分と 200 l のMCHR1 binding buffer中で、室温で 1時間反応した。
[125I]MCH-(4-19)の濃度は 50 pM とした。反応液は GF/C フィルタープレート (GE 
Healthcare Life Sciences)を用いて濾過し、フリーの[125I]MCH-(4-19)を除去した。フィル
タープレートを乾燥させた後、Microscint-0 (PerkinElmer)を 25 µl/wellで添加し、放射活
性を TopCount liquid scintillation counter (PerkinElmer)を用いて測定した。0.3 Mの非
標識MCH-(4-19)を添加した際の放射活性を非特異的結合とし、全結合量から非特異的結合
を差し引いた値を特異的結合とした。 
 
7)  Affinity Selection Mass Spectrometry (ASMS)を用いた結合試験 
54 gのヒトMCHR1膜画分とMQ1を、180 l の ASMS binding buffer [1 mM EDTA、
10 g/ml of phosphoramidon、20 g/ml of leupeptine及び 0.005% (v/v) Tween-20含有 25 
mM Tris-HCl (pH7.5)]中で 3.5 時間室温で反応した。反応液はゲル (Sephadex 
G50-Superfine, GE healthcare)を充填させたフィルタープレート(MSHVN45, Millipore 
Corp, Billerica, MA)を用いて濾過し、フリーのMQ1を除去した。25 lの溶出サンプルに、
同量の 70%アセトニトリルを添加することで、化合物/受容体複合体を変性させた。受容体
か ら解離し た化合物 は、 electrospray ionization liquid chromatography mass 
spectrometry (ESI-LC/MS) [API5000 LC/MS/MS system (AB SCIEX)]を用いて定量した。
移動相は溶媒 Aとして 0.2% ギ酸含有 10 mM ギ酸アンモニウム、溶媒 Bとして 0.2% ギ
酸含有アセトニトリルを用いた。流速は 1.0ml/分とし、下記の濃度勾配でMQ1を逆相カラ
ム(Unison UK-C18, 30  2.0 mm, Imtakt)に吸着、溶出した。 
[0-0.1 min: 10% solvent B, 0.1-0.25 min: 10%-98% solvent B, 0.25-0.5 min: 98% solvent 
B]   
カラムオーブンの温度は 50°Cに設定した。MQ1及びMQ2のマストランジション(Q1/Q3)
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はそれぞれ 430.3/359.2及び 448.3/377.2であった。30 MのMQ2を添加した際の結合量
を非特異的結合とし、全結合量から非特異的結合を差し引いた値を特異的結合とした。 
 
8) ASMSを用いた解離アッセイ 
165 gのヒトMCHR1膜画分とMQ1 (10 nM)またはMQ2 (60 nM)を、550 lの ASMS 
binding buffer中で、1時間室温で反応した。過剰量(50 M)のMQ3を添加し、一定時間後
に 25 lの反応液を回収して、受容体に結合している化合物の量を上記 7)の方法で測定した。 
 
9) 結合親和性(Ki値)の算出 
化合物の結合親和性(Ki )値は下記の式を使って求めた(35)。 
IC50 = Ki ([A] + Kd) / ( [A] + Kd) 
IC50値は[125I]MCH-(4-19)を用いた結合試験系(8時間反応)で、50%の阻害を引き起こす化合
物濃度である。またKd値は[125I]MCH-(4-19)の結合親和性を、はアロステリック化合物の
cooperativityを示す(35)。-アレスチンシグナル試験の結果より、MQ1、MQ2 及びMQ3
のはいずれも0.001以下であると算出された。 
 
10) 変異体を用いた作用部位解析 
部位特異的な変異は、QuickChange II XL mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA) 
を使用して、製品添付のプロトコルに従って導入した。発現ベクターpCMV-PL/hMCHR1
を鋳型とした。18 箇所のアミノ酸を選択し、アラニンはバリンに、またそれ以外のアミノ
酸はアラニンに変換した。変異体の配列は Genetic Analyzer (Life Technologies)によって
確認した。変異体ベクターは FuGENE 6 Transfection Reagentを用いて CHO-K1-BAEA
細胞に導入した。翌日細胞を白色 384穴プレート(Corning)に播種し、上記 5)の方法で化合
物の活性を評価した。 
 
11) データ解析 
データ解析は GraphPad Prism5 softwareを用いて行った。EC50値、IC50値及び Kd値
はデータを sigmoidal dose-responseの式にフィッティングすることで算出した。解離アッ
セイにおける Koff値は、データを Y=Ae-kxの式にフィッティングすることで算出した。P値
<0.05を統計学的に有意であると判定した。 
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第三章 
MT2メラトニン受容体選択的部分作動薬の薬理学的解析 
 
3-1 緒言 
メラトニン(図 3-1A)はヒト及び哺乳類において松果体から分泌される神経ホルモンであ
る(105,106)。メラトニンの分泌量は一日ごとのサイクルで変化し、睡眠周期や体温の調節等
を行うことで、生物学的機能のサーカディアンリズム(概日リズム)に関与する(107,108)。そ
のためメラトニンはヒトにおいて、時差ボケ(109,110)、交代勤務睡眠障害(111)、睡眠相後
退症候群(112,113)等の概日リズム性睡眠障害の治療に有効だと考えられている。これらの
メラトニンの機能は、主にMT1メラトニン受容体(MT1受容体) (114) とMT2メラトニン受
容体(MT2受容体) (115)と呼ばれる二種類のGPCRによって仲介されると一般的に考えられ
ている。MT1 受容体は視交叉上核を中心に脳での発現が高い一方、MT2 受容体は主に視交
叉上核と網膜で発現している。これら二つのメラトニン受容体サブタイプはアミノ酸レベ
ルで 60%の相同性を有し、いずれも Gi タンパク質と共役することが知られているが
(114-116)、その生理的な役割は異なるとされる。MT1 受容体の欠損は、メラトニンによる
神経発火抑制作用や睡眠誘発作用を阻害するが、メラトニンによって引き起こされる概日
リズムの位相変化には影響を与えない(117)。この事実は、概日リズムの位相変化への MT2
受容体の関与を示唆するものであり、実際に MT2受容体選択的拮抗薬をマウスに投与する
と、メラトニンによる位相前進が抑制されることも確かめられている(118)。これらの結果
はMT2受容体が、概日リズムの同調作用に関与するとともに(119)、不眠症や概日リズム性
睡眠障害等の睡眠障害治療薬の創薬標的としての可能性を示唆するものである。こうした
知見から、MT1/MT2 受容体を活性化させる薬剤は、睡眠障害治療に有効だと考えられる。
一方で、生理的リガンドであるメラトニンの経口投与時の睡眠導入作用は報告によりばら
つきがあり、必ずしも効果が高くないため、現在は栄養補助食品サプリメントとしての使
用に限定されている(120-122)。 
上記の背景を受け、武田薬品工業株式会社では、メラトニンよりも強力な活性を有する
MT1/MT2 受容体作動薬の開発を目指した探索研究を実施し、その過程で MT2 受容体に選
択的な作動薬 IF1 (図 3-2)を創出した(123)。また、現在までに複数のグループからテトラリ
ン系、ナフタレン系、インダニルピペラジン系(図 3-3)などの異なるMT2受容体選択的作動
薬が報告されているが(124-127)、これらの化合物の詳細な薬理学的解析は実施されておら
ず、MT2受容体の活性化機構は不明な点が多い。 
第三章では、新規睡眠障害治療薬の創出を目指して、武田薬品工業株式会社で見出され
たリード化合物 IF1のMT2受容体の活性化機構の分子レベルでの解析を実施した。本章で
は、IF1のMT2受容体に対する結合プロファイル及び部分作動活性について述べる。また 
-アレスチンシグナルや G タンパク質シグナルなど各種経路の活性化と、MT2受容体のイ
ンターナリゼーション誘導作用の関連性について述べる。 
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図 3-1 メラトニン(A)及び 2-[125I]iodomelatonin (B)の化学構造式 
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図 3-2 MT2受容体作動薬の化学構造式 
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図 3-3 MT2受容体選択的作動薬の化学構造式 
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3-2 結果 
 
3-2-1) IF1の結合プロファイル 
武田薬品工業株式会社はMT1/MT2受容体作動薬の探索研究を実施する過程で、MT2受容
体に選択的な作動薬 IF1 (図 3-2)を創出した(123)。そこでこの化合物の結合プロファイルを
詳細に調べるために、2-[125I]iodomelatonin (図 3-1B)を用いた結合試験を実施した。まず
本化合物の活性の時間依存性の有無を調べるために、異なる反応時間で評価を行った。そ
の結果、IF1とメラトニンのいずれも、0.5時間と 2.5時間の反応時間でヒトMT2受容体に
対する活性に有意な差は認められなかった(図 3-4)。これらの結果は、IF1 とメラトニンの
いずれもヒト MT2受容体に対して可逆的に、そして迅速に結合することを示している。続
いて、これらの化合物の種差及び MT1受容体に対する選択性を調べ、その結果を表 3-1 に
示した。IF1 はヒト、マウス、ラットいずれの種の MT2受容体に対しても高い結合親和性
を有しており、その値はMT1受容体に対して、それぞれ約 370倍、24倍、360倍程度強い
ことが明らかとなった。以上から、IF1 は MT2受容体に選択的な化合物であることが示さ
れた。 
 
 
 
 
 
図 3-4 IF1の時間非依存的な阻害活性 
IF1 の濃度依存的な阻害活性を 2-[125I]iodomelatonin を用いた結合試験で評価した。ヒト
MT2受容体膜画分、2-[125I]iodomelatonin及び評価化合物を 0.5 時間または 2.5 時間反応
させた。means ± SEM (duplicate)。 
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表 3-1  メラトニン及び IF1のメラトニン受容体に対する結合親和性  
 
 
 
 
2-[125I]iodomelatonin を用いた結合試験によって算出した IC50値を使い、結合親和性を計
算で導出した。means ± SEM (duplicate)。 
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3-2-2) MT2受容体に対する IF1の作動活性 
IF1のMT2受容体に対する作動活性をより詳しく調べるために、ヒトMT2受容体安定発
現細胞を用い、MT2 受容体によって活性化される Gi タンパク質の作用、すなわち細胞内
cAMP量の抑制活性を検出する評価系(細胞内 cAMP濃度測定系)を構築した。Koikeらの報
告(123)の通り、メラトニンは細胞内 cAMP量の抑制活性を示し(図 3-5A)、IF1はメラトニ
ンに対して部分作動活性を示した(図 3-5B)。薬物の活性化の強さの指標である内活性は、
生理的リガンドの最大活性を 100 とした際の薬物の相対的な最大活性で表され、IF1 の内
活性は 71 ± 1.1%であった(図 3-5B、表 3-2)。この活性は Gi タンパク質阻害剤である百
日咳毒素(pertussis toxin; PTX)処理によって完全に抑制されたことから(図 3-5B)、IF1の
作動活性は PTX感受性の Giシグナル経路を介していることが示唆された。 
続いて、本化合物がERK1/2シグナル経路の活性化に及ぼす影響を調べるために、ERK1/2
のリン酸化の測定系を構築した。ERK1/2シグナル経路は Giシグナル経路を含む様々なシ
グナル経路の下流に位置すると考えられている(128)。血清飢餓状態のヒトMT2受容体安定
発現細胞をメラトニンまたは IF1で 5分間反応し、ERK1/2のリン酸化を検出した。メラト
ニンと IF1のいずれも濃度依存的なリン酸化を惹起し、その EC50値はそれぞれ 1.6 ± 0.18 
nM及び 2.2 ± 0.54 nMであった。一方で、IF1の内活性はメラトニンの 14 ± 0.50%に留ま
り(図 3-5C、表 3-2)、ERK1/2シグナル経路においても IF1は部分作動薬として挙動するこ
とが明らかとなった。この作動活性も PTX 処理によって完全に抑制されることから(図
3-5C)、MT2受容体による ERK1/2 のリン酸化は PTX 感受性の Giシグナル経路の下流に
位置することが予想される。 
一般的に活性化された GPCRは、Gタンパク質シグナルに加えて、Gタンパク質非依存
的な-アレスチンを介したシグナル経路も活性化し、そのシグナル経路はインターナリゼー
ションやそれに伴う脱感作に関与すると考えられている(27-29)。そこで IF1 の-アレスチ
ンシグナル経路に与える影響を調べるために、PathHunter -arrestin assayを用いて-ア
レスチンシグナル測定系を構築した。この測定系において、メラトニンは 0.33 ± 0.12 nM
の EC50値で作動活性を示した。一方で IF1は 0.13 ± 0.082 nMの EC50値で作動活性を示
し、その内活性はメラトニンに対して 39 ± 2.4%であった(図 3-5D、表 3-2)。 
 
3-2-3) IF1によるMT2受容体のインターナリゼーション 
インターナリゼーションに関与するとされる-アレスチンシグナル経路における IF1 の
内活性は、メラトニンのそれよりも小さかった。従って、IF1によって引き起こされるMT2 
受容体のインターナリゼーションはメラトニンよりも小さいことが予測された。そこで、
化合物が細胞膜上のヒトMT2受容体量に与える影響を 2-[125I]iodomelatoninを用いた細胞
ベースの結合試験によって調べた。ヒトMT2受容体安定発現細胞を 45 nMのメラトニンま
たは 13 nMの IF1と 3時間反応した。化合物濃度は、-アレスチンシグナル測定系におけ
るそれぞれの EC50値の 100倍に設定した。細胞を洗浄後、2-[125I]iodomelatonin の細胞膜     
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図 3-5  各種評価系におけるメラトニン及び IF1の濃度依存的な活性 
(A)メラトニンの MT2受容体に対するに対する濃度依存的な効果を、細胞内 cAMP 濃度測
定系を用いて測定した。(B) PTX 存在下または非存在下におけるメラトニン及び IF1 の濃
度依存的な活性を細胞内 cAMP 濃度測定系で評価した。メラトニンの最大活性を 100%、
メラトニン非添加時のベースの活性を 0%として相対活性を算出した。(C) PTX存在下また
は非存在下におけるメラトニン及び IF1 の濃度依存的な活性を ERK1/2 リン酸化測定系で
評価した。メラトニンの最大活性を 100%、メラトニン非添加時のベースの活性を 0%とし
て相対活性を算出した。 (D) メラトニン及び IF1 の濃度依存的な活性を-アレスチンシグ
ナル測定系で評価した。メラトニンの最大活性を 100%、メラトニン非添加時のベースの活
性を 0%として相対活性を算出した。means ± SEM (quadruplicate)。 
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表 3-2  各種評価系におけるメラトニン及び IF1の EC50 値と内活性 
 
 
 
 
 
細胞内 cAMP濃度測定系、ERK1/2リン酸化測定系及び-アレスチンシグナル測定系を用
いて、メラトニン及び IF1のEC50 値と内活性を測定した。means ± SEM (quadruplicate)。 
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に対する結合量を調べた。化合物未処理のコントロールに対し、メラトニンを処理するこ
とで、細胞膜上のヒト MT2 受容体の量は 67 ± 2.7%に減少した(図 3-6)。その一方で IF1
を処理すると、細胞膜上のヒトMT2受容体の量は 7.6 ± 0.59%にまで減少し、予想に反して
メラトニンよりも強力なインターナリゼーションを引き起こすことが明らかとなった(図
3-6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-6 2-[125I]iodomelatonin の細胞表面上MT2受容体への結合に IF1が及ぼす影響 
CHO-hMT2細胞と IF1 (●)またはメラトニン(□)を 3時間反応した後、2-[125I]iodomelatonin
の細胞表面上 MT2 受容体への結合量を測定した。薬剤非存在下 (■) での
2-[125I]iodomelatonin の Bmaxを 100%とし、各濃度における相対的な結合量をプロットし
た。mean  SEM (triplicate)。 
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3-2-4) -アレスチンシグナル経路と受容体インターナリゼーション強度の関係 
続いて-アレスチンシグナル経路における化合物の内活性と受容体インターナリゼーシ
ョン強度の関係について詳しく調べるために、内活性の異なる 5 種類の IF1 の構造類縁体
(IF2-6、図 3-2)を同様の方法で評価した。これらの化合物の-アレスチンシグナル経路にお
ける内活性を表 3-3にまとめた。図 3-7Aに示す通り-アレスチンシグナル経路における内
活性とインターナリゼーション強度は互いに独立しており、相関関係は認められなかった
(R2 = 0.094)。例えば IF4はメラトニンと同程度の内活性(98 ± 4.7%)を有するが、メラトニ
ンに対してわずか 0.19 ± 13.5%のインターナリゼーションしか引き起こさなかった。対照
的に、IF6の内活性は 37 ± 3.5%とメラトニンと比較して小さいが、メラトニンの 3倍以上
(309 ± 1.6%)のインターナリゼーションを惹起した。続いて、-アレスチンシグナル経路に
おける pEC50 とインターナリゼーション強度の関係について調べたが、両者の間にも相関
関係は認められず互いに独立していることが示唆された(表 3-3、図 3-7B; R2 = 0.15)。以上
の結果より、ヒト MT2受容体のインターナリゼーションに対して、-アレスチンシグナル
経路の活性化は関与しないことが示唆された。 
 
 
表 3-3  MT2 受容体作動薬の受容体インターナリゼーション強度と-アレスチンシグナル
測定系における活性値 
 
 
 
各種 MT2 受容体作動薬によって惹起される受容体インターナリゼーションの強度(%)と-
アレスチンシグナル測定系における内活性と pEC50 を記載した。means ± SEM 
(quadruplicate) 。 
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図 3-7  受容体インターナリゼーション強度と-アレスチンシグナル測定系における活性の
比較  
各種 MT2 受容体作動薬によって惹起される受容体インターナリゼーション強度(%)と-ア
レスチンシグナル測定系における(A)内活性 または(B) pEC50 をプロットした。 
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3-2-5) 他のシグナル経路のインターナリゼーションへの関与の検証 
続いてヒト MT2受容体のインターナリゼーションへの Giシグナル経路または ERK1/2
シグナル経路の関与を調べるために、PTX処理をしたヒトMT2受容体安定発現細胞に対す
る IF1の影響を調べた。その結果、PTX処理は IF1によって引き起こされるインターナリ
ゼーションに影響を及ぼさないことが明らかとなり(図 3-8)、Giシグナル経路及び ERK1/2
シグナル経路のいずれもヒト MT2受容体のインターナリゼーションに関与しないことが示
唆された。 
さらに、Giシグナル経路における IF1 から IF6 及びメラトニンの内活性や pEC50とイ
ンターナリゼーションの強度の関係について調べたところ、やはりいずれのファクターと
の間にも相関関係が認められず、Giシグナル経路がインターナリゼーションへ関与しない
ことを裏付ける結果が得られた(図 3-9)。 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-8  IF1によって惹起される受容体インターナリゼーションに PTXが及ぼす影響 
CHO-hMT2細胞と 100 ng/ml の PTXを 12時間反応し、2-[125I]iodomelatoninの細胞表面
上MT2受容体への結合に与える影響を調べた。mean  SEM (duplicate)。 
 
 
 
 
79 
 
 
 
 
 
図 3-9  受容体インターナリゼーション強度と細胞内 cAMP 濃度測定系における活性の比
較  
各種 MT2 受容体作動薬によって惹起される受容体インターナリゼーション強度(%)と細胞
内 cAMP濃度測定系における(A)内活性 または(B) pEC50をプロットした。 
 
 
 
 
80 
 
3-3 まとめと考察 
 
第三章では武田薬品工業株式会社で創出されたMT2受容体作動薬 IF1(123)の作用機序を
調べるために、IF1の薬理学的解析を実施した。まず 2-[125I] iodomelatoninを用いた結合
試験を実施した結果、IF1のヒトMT2受容体に対するKi値は 0.0089 ± 0.0013 nMであり、
ヒト MT1受容体よりも 370 倍親和性が強いことが明らかになった(表 3-1)。これに対して、
不眠症治療薬として既に承認・販売されている MT1/MT2 受容体作動薬の Ramelteon (図
3-10)はヒト MT1受容体に対する親和性がヒト MT2受容体よりも 8 倍高いことが知られお
り(129)、IF1は Ramelteonとは異なる選択性プロファイルを有することが確かめられた。 
IF1 はヒト MT2受容体のみならずマウス MT2受容体及びラット MT2受容体に対しても高
い親和性を有しており、その結合は迅速かつ可逆的であることが示された(表 3-1、図 3-4)。 
細胞内cAMP濃度測定系、ERK1/2のリン酸化測定系及び-アレスチンシグナル測定系の
いずれにおいてもIF1は部分作動薬として挙動した(図3-5)。これらの結果は、生理的リガン
ドのメラトニンや完全作動薬であるRamelteonと比較して、IF1の内活性が小さいことを示
唆するものである。その一方で、IF1のMT2受容体に対する親和性はメラトニンよりも高か
った(表3-1)。また、IF1によって惹起されるcAMPの抑制活性やERK1/2のリン酸化活性は
PTX感受性であることから(図3-5B, C)、cAMPの抑制活性はGiタンパク質によって引き起
こされ、ERK1/2シグナル経路はGiシグナル経路の下流に位置することが予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-10 Ramelteonの化学構造式 
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一般的に-アレスチンシグナル経路はインターナリゼーションやそれに伴う受容体の脱
感作に主に関与すると考えられている(27-29)。従って-アレスチンシグナルの内活性が小
さい IF1 は、メラトニンと比較して引き起こされるインターナリゼーションの強度が小さ
いことが予測された。そこでこの可能性を検証すべく、本化合物がヒト MT2受容体のイン
ターナリゼーションに与える影響を調べた。ヒトMT2受容体安定発現細胞に対して 45 nM
のメラトニンを 3時間反応すると、2-[125I]iodomelatoninの細胞膜に対する特異的結合量は
約 30%低下した(図 3-6)。これは、ヒトMT2受容体のインターナリゼーションについて解析
した Gerdinらの報告(130)とも概ね一致しており、約 30%のヒトMT2受容体がインターナ
リゼーションによって細胞膜から消失したと考えられる。一方で IF1 処理は、大部分のヒ
トMT2受容体のインターナリゼーションを誘発し、処理後細胞膜に残存するヒトMT2受容
体は全体の 7.6 ± 0.59%に留まった(図 3-6)。 
そこで化合物の内活性とインターナリゼーションの強度の関係性をより詳細に調べるた
めに、5種類の IF1の構造類縁体を同様の方法で評価した。その結果、-アレスチンシグナ
ル経路における化合物の内活性や pEC50 とインターナリゼーションの強度の間に相関関係
は認められず(図 3-7)、従来のセオリーに反して、-アレスチンシグナル経路はヒトMT2受
容体のインターナリゼーションには関与しないことが示唆された。また、PTX で細胞を前
処理しても IF1 によって惹起されるインターナリゼーションに変化は認められないことか
ら(図 3-8)、Giシグナル経路や ERK1/2シグナル経路もヒトMT2受容体のインターナリゼ
ーションには関与しないことが推測される。さらに、Giシグナル経路における化合物の内
活性や pEC50 とインターナリゼーションの強度の間にも相関関係が無かったことも、Gi
シグナル経路のインターナリゼーションへの関与を否定するものである(図 3-9)。 
化合物の内活性とインターナリゼーション/脱感作の強度の相関性については、これまで
多くの研究結果によって支持されてきた(131-134)。例えば Januaryらは、2アドレナリン
受容体の部分作動薬は生理的リガンドのアドレナリンと比較し、惹起されるインターナリ
ゼーション/脱感作の強度が弱いと報告している(118)。また、Kovoor らはオピオイド受
容体の脱感作の強度は、作動薬の内活性と相関することを示している(119)。その一方で、
一部の研究は例外的な現象を報告している。Luk らは内活性は大きいが、脱感作を起こし
にくいカンナビノイド受容体 1(CB1)作動薬を見出し、CB1作動薬の内活性と脱感作の間に
相関関係は無いと結論づけている(135)。Alvarez らは-オピオイド受容体を対象とした解
析を行い、作動薬の内活性でインターナリゼーションや脱感作の強度を予測することはで
きない、と報告している(136)。また、Shi らは、ヒスタミン H3 受容体に関する研究を行
い、生理的リガンドのヒスタミンよりも強烈なインターナリゼーションを引き起こす部分
作動薬を見出している(137)。こうした知見は、内活性とインターナリゼーションの相関性
に関する従来の理解に対して疑問を投げかけるものであり、インターナリゼーションとい
う現象が予想以上に複雑なメカニズムで引き起こされていることを示唆するものである。
本章の研究からも、ヒト MT2受容体のインターナリゼーションと-アレスチンシグナル経
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路、Giシグナル経路及び ERK1/2シグナル経路との間に相関関係は認められず、従来のセ
オリーでは説明できない未知のメカニズムが存在することを示唆する結果となった。IF1に
よるMT2受容体を介したシグナル経路活性化の模式図を図 3-11に示した。 
既存の不眠症治療薬であるRamelteonや栄養補助食品サプリメントとして市販されてい
るメラトニンと比較した際のIF1の特徴の一つは、MT2受容体に対する高度な選択性である。
一般的にMT1受容体の活性化は、視交叉上核の神経発火抑制作用と睡眠誘発作用を有するの
に対して、MT2受容体の活性化は、生体時計の概日リズム位相を変位させると考えられてい
る(117,118)。従ってMT2受容体に選択的なIF1の薬効としては概日リズム位相の変移作用、
すなわち睡眠覚醒スケジュールが一般的な社会生活のリズムから大きく逸脱した概日リズ
ム性睡眠障害の治療への適応が期待される。さらにIF1はMT1受容体への作用が少ないため、
MT1受容体活性化による強い眠気を生じる危険性が低く、就床時刻以外の時間帯に投与して
も大きな問題とならないことがメリットとして挙げられる。概日リズム性睡眠障害はうつ
病などの精神障害を引き起こし、社会活動の質を著しく低下させることから深刻な問題と
なっているが、治療に有効な薬剤は極めて乏しいのが現状であり、IF1は副作用の少ない概
日リズム性睡眠障害に特化した初めての薬剤としての開発が期待される。 
IF1の二つ目の特徴は、部分作動薬でありながら強いインターナリゼーションを引き起こ
す点である。一般的にインターナリゼーションは受容体の感受性低下、すなわち脱感作を
惹起すると考えられており、こうした現象は、薬剤の反復使用の結果、一定容量で得られ
る効果が現弱する薬物耐性につながると考えられている(138,139)。しかしメラトニン受容
体、特にMT2受容体の場合は、メラトニン自身がインターナリゼーション及び脱感作を引き
起こすことが知られており(130,140)、インターナリゼーション/脱感作の機構が睡眠周期の
概日リズムを調節する上で重要な役割を果たすと考えられている。すなわち、夜間に分泌
されたメラトニンによってMT2受容体は脱感作を受けるため、夜間以外の時間帯で受容体が
活性化される可能性が軽減され、このことがメリハリの利いた概日リズムの形成に貢献し
ていると推測される。こうした観点からIF1の薬剤としての効果を考えると、IF1によって
惹起される強烈なインターナリゼーションはメラトニン同様に脱感作を引き起こすと考え
られるため、薬剤投与時にのみ効果を発揮する切れ味の鋭い薬効が期待される。 
以上よりIF1は選択性及びインターナリゼーション誘発の観点から、既存の不眠症治療薬
とは異なるプロファイルを有していることが明らかとなった。今後はこうした特徴的なプ
ロファイルを生かした安全で有効な概日リズム性睡眠障害治療薬開発に向け、動物モデル
での検証を実施していく予定である。 
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図 3-11  IF1及びメラトニンよるMT2受容体を介したシグナル経路活性化の模式図 
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3-4 実験方法 
 
1) 実験材料 
2-[125I]iodomelatonin及びヒトMT2受容体を安定発現したCHO細胞(ヒトMT2受容体安
定発現細胞)は PerkinElmerから購入した。これら以外の実験材料は和光純薬から購入した。
ま た 、 武 田 薬 品 工 業 株 式 会 社 で 合 成 さ れ た IF1 
N-(2-(7-benzyl-1,6-dihydro-2H-indeno[5,4-b]furan-8-yl)ethyl)acetamide 及びその構造類
縁体の構造を図 3-2に示した(123)。 
 
2) ヒトMT2受容体/-アレスチン発現細胞の構築 
ヒト MT2受容体をコードした cDNA 断片を pCMV-ProLink プラスミドに挿入し、発現
ベクターpCMV-PL/hMT2 を構築した。この発現ベクターを、CHO-K1-BAEA 細胞に
FuGENE 6 Transfection Reagent を用いて導入した。翌日、単一クローンを得るために、
細胞を 100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin、500 g/ml G418及び 10% FBS含
有 Ham’s F-12で 10,000倍希釈し、96穴プレートに播種した。細胞は 37℃に保温した 5% 
CO2存在下のインキュベーターで 3 週間培養した。得られたヒト MT2受容体発現細胞のク
ローンは、メラトニン刺激で応答を確認した。 
 
3) 2-[125I]iodomelatoninを用いた結合試験 
ヒトMT2受容体膜画分の調製及び受容体結合試験はKoikeらの報告(123)に従って実施し
た。5 gのヒトMT2受容体膜画分と評価化合物及び80 pMの2-[125I]iodomelatoninを200 l 
のMT2 binding buffer [1 mM EDTA、0.1% BSA及び100 g/ml GTP含有25 mM Tris–HCl 
(pH7.5)]中で、室温で2.5時間反応した。反応液はGF/Cフィルタープレートを用いて濾過し、
フリーの2-[125I]iodomelatoninを除去した。フィルタープレートを乾燥させた後、
Microscint-0を25 µl/wellで添加し、放射活性をTopCount liquid scintillation counterを用
いて測定した。1 Mの非標識メラトニンを添加した際の放射活性を非特異的結合とし、全
結合量から非特異的結合を差し引いた値を特異的結合とした。 
 
4) 細胞内 cAMP濃度の測定 
細胞内cAMP濃度はAlphaScreen cAMP Assay kitを用いて、製品添付のプロトコルに従
って測定した。具体的には、100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin及び 10% FBS
含有Ham's F12で培養したヒトMT2受容体安定発現細胞を回収後、1.0 x 106 cells/mLにな
るようにAlphaScreen cAMP assay bufferで懸濁し、10 lを384穴オプチプレートに添加し
た。続いて評価化合物及び4 Mのフォルスコリンを含むAlphaScreen cAMP assay buffer 
10 lを添加し、室温で1時間反応した。その後、30 Lのanti-cAMP acceptor beads及び
biotinylated-cAMP/streptavidin donor beads懸濁溶液を添加し、室温で2時間反応した後、
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プレートリーダEnvisionで蛍光強度(680 nm, 620 nm)を測定した。PTXの影響を調べる際
には、ヒトMT2受容体安定発現細胞と100 ng/mlのPTXを12時間反応した後に本試験を実施
した。メラトニン非存在下での活性を0%、メラトニンの最大活性を100%とし、各化合物の
相対活性を算出した。  
 
5) ERK1/2のリン酸化測定試験 
ERK1/2のリン酸化はCisbio Bioassays社から購入したCellul’erk (Phospho-Erk1/2) 
HTRF assayを用いて、製品添付のプロトコルに従って測定した。具体的には、 血清飢餓
状態で一晩培養したヒトMT2受容体安定発現細胞を回収し、2.5 x 106 cells/mLになるよう
にERK1/2 assay buffer (5 mM HEPES及び0.1% BSA含有HBSS)で懸濁した。この懸濁液8 
lを384穴浅底プレートに添加し、続いて評価化合物を含む4 lのERK1/2 assay bufferを添
加した。37℃に保温した5% CO2存在下のインキュベーターで5分間反応した後、4 lの
anti-phospho-ERK-d2及びanti-ERK-Eu3+ cryptate懸濁溶液を添加した。室温で2時間反応
した後、プレートリーダEnvisionで蛍光強度(665 nm, 620 nm)を測定した。PTXの影響を
調べる際には、ヒトMT2受容体安定発現細胞と100 ng/mlのPTXを12時間反応した後に本試
験を実施した。メラトニン非存在下での活性を0%、メラトニンの最大活性を100%とし、各
化合物の相対活性を算出した。 
 
6) -アレスチンシグナルの測定 
上記 2)で構築したヒトMT2受容体/-アレスチン発現細胞を 50 mM HEPES、100 U/ml 
penicillin、100 g/ml streptomycin、100 g/ml G418及び 10% FBS含有Ham’s F-12で
培養した後、白色 384穴プレートに 1.0 x 104 cells/30 lの密度になるように播種し、37℃
に保温した 5% CO2存在下のインキュベーターで一晩培養した。翌日、培地を除去し、0.1% 
BSA含有 Opti-MEMで溶解した評価化合物を 25 l添加した。37℃に保温した 5% CO2存
在下のインキュベーターで 2 時間反応した後、12.5 l の PathHunter detection reagent
を添加した。室温で 2 時間反応した後、プレートリーダ Envision で発光強度を測定した。
メラトニン非存在下での活性を 0%、メラトニンの最大活性を 100%とし、各化合物の相対
活性を算出した。 
 
7) インターナリゼーションの測定 
フラスコで培養したヒト MT2 受容体安定発現細胞に、インターナリゼーション buffer 
(100 U/ml penicillin、100 g/ml streptomycin及び 0.1% BSA含有 Ham’s F-12)で懸濁し
た化合物を添加し、37℃に保温した 5% CO2存在下のインキュベーターで 3時間反応した。
細胞を回収後、2-[125I]iodomelatoninと 5.0 x 104 cells/wellの細胞を 200 l のインターナ
リゼーション buffer中で、室温で 30分間反応した。反応液は GF/C フィルタープレートを
用いて濾過し、フリーの 2-[125I]iodomelatonin を除去した。フィルタープレートを乾燥さ
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せた後、Microscint-0 を 25 µl/well で添加し、放射活性を TopCount liquid scintillation 
counter を用いて測定した。化合物未処理の vehicle コントロールの放射活性を 0%、メラ
トニン処理した際の放射活性を 100%とし、各化合物のインターナリゼーション強度(%)を
算出した。 
 
8) データ解析 
データ解析は GraphPad Prism5 software を用いて行った。メラトニンの最大活性を
100%として相対活性を計算後、sigmoidal dose-responseの式にフィッティングすることで
濃度依存曲線を作成し、EC50値と内活性(intrinsic activity)を算出した。化合物の結合親和
性( Ki値)は下記の式を使って求めた。 
Ki = IC50/(1 + L/Kd) 
IC50値は 2-[125I]iodomelatonin を用いた結合試験系で、50%の阻害を引き起こす化合物濃
度である。また Kd値は 2-[125I]iodomelatoninの結合親和性(73 pM, data not shown)を、L 
は結合試験系で使用した 2-[125I]iodomelatoninの濃度(80 pM)を示す。 
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総括 
 
本研究は GPCR を標的とした新規医薬品開発を目的として実施された。既存の医薬品化
合物の 30-50%が GPCRに作用すると言われていることからも明らかなように(2-4)、GPCR
は医薬品の重要な標的分子であり、現在も GPCR を標的とした研究開発活動が精力的に行
われている。その一方で、アロステリックモジュレーターやバイアスアゴニストに代表さ
れるように、GPCR の活性化機構やシグナル伝達機構は従来の古典薬理学で考えられてい
た以上に複雑であり多様であることが、近年の研究より明らかになってきた(21-23,28,29)。
そうした中で、化合物と GPCR の相互作用のメカニズムを分子レベルで明らかにすること
は、その化合物の薬理学的プロファイルを把握し、薬効や副作用を予測するために、ます
ます重要になってきている。そこで本研究では、異なる GPCR に作用する三種類のリード
化合物を題材として、新規薬剤創出のための一助とすべく、その受容体相互作用に関する
分子機構の解明に取り組んだ。 
 
第一章では脂質異常症治療薬を創出するために、脂肪細胞で特異的に発現する乳酸受容
体である GPR81 に対する低分子作動薬の探索を行った。細胞内 cAMP 濃度測定系を用い
た HTSを実施した結果、ヒット化合物 AT1 (図 1-1)を見出した。続いて、活性向上と物性
改善を指向した最適化研究を実施し、リード化合物 AT2 (図 1-1)を創出することに成功した。
分子薬理学的手法を用いた in vitroプロファイリングで明らかとなった AT2の最大の特徴
は、GPR81 に対して高活性を示す一方で、GPR81 と同じファミリーに属する GPR109a
は活性化しない点である(図 1-2)。脂肪細胞における GPR109a の活性化は GPR81 と同様
に脂肪分解抑制作用を惹起するため、薬効面では付加的な効果が期待できる。その一方で
GPR109a は皮膚のランゲルハンス細胞や角質細胞にも発現していることが知られており、
こうした組織での GPR109a の活性化は皮膚紅潮の副作用につながることが明らかとなっ
ている(30,40-42)。従って脂肪細胞に限定的に発現している GPR81 のみを活性化し、
GPR109a は活性化しない AT2 は、皮膚紅潮の副作用を伴わない新規脂質異常症治療薬と
して理想的なプロファイルを有していると考えられた。更に AT2 は、より生理的条件に近
い 3T3-L1脂肪細胞株においてGPR109aの生理的リガンドであるニコチン酸と同程度の脂
肪分解抑制活性を発揮した(図 1-4)。また AT2 の構造類縁体である AT1 は生理的リガンド
存在下でも GPR81作動活性に影響が無いことから(図 1-2C)、本化合物はオルソステリック
サイトに作用する完全作動薬として挙動することが示唆された。以上より AT2 は活性や作
用機序の観点からも in vivo作用の検証に適した化合物であることが示された。そこで動物
モデルを使って AT2の薬効及び副作用を調べた。その結果、AT2は期待通り、ニコチン酸
と同程度まで血中遊離脂肪酸量を減少させる一方で、皮膚紅潮の指標である血流量の増加
は引き起こさなかった(図 1-6)。この知見は、GPR81に選択的な作動薬を創出することで副
作用のリスクを回避した新規脂質異常症治療薬を開発する、という当初の研究方針の妥当
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性を裏付けるものであり、in vivoにおける薬効や副作用を予測する上で in vitroの分子薬
理学的解析が果たす役割の重要性を示すものである。 
 
第二章では肥満治療薬開発を目的として、MCHR1 拮抗薬 MQ1 の MCHR1 阻害作用の
分子機構の解明を試みた。MCHR1 は Giや Gqを介した複数の G タンパク質シグナル、
更には G タンパク質非依存的な-アレスチンシグナルを流すことが知られており
(75,77,79,80)、まずこれらのシグナル伝達にMQ1が与える影響を調べた。その結果、平衡
状態におけるMQ1のGi、Gqそして-アレスチンシグナルに対する IC50値は5.7 ± 1.7 nM、
5.2 ± 2.9 nM及び 1.7 ± 0.14 nMであり(表 2-1)、これらのシグナルを同程度の強さで阻害
することが明らかとなった。この事実は、MCHR1 のように薬効に関与するシグナル経路
が同定されていない GPCR を標的とした薬剤が、確実に in vivoで薬効を発揮するためには
極めて重要な要素だと考えられる。なぜなら近年、シグナル経路ごとに異なる作用を有す
るバイアスアゴニストと呼ばれるタイプの化合物の存在が注目を集めており(28,29)、もし
MQ1が一部のシグナル経路しか遮断しないバイアスアゴニストであれば、期待される薬効
を発揮できない可能性があるからである。この点、MQ1は全てのシグナル経路を遮断する
ため、拮抗薬として好ましいプロファイルを有していると考えられる。 
続いて MQ1 の解離速度に関する検討を実施した。細胞ベースの試験及び細胞フリーの
[125I]MCH-(4-19)結合試験いずれにおいても、MQ1 の阻害活性は反応時間を伸ばすことで
増強することが明らかとなり(図 2-4)、MQ1 が MCHR1 からゆっくりと解離する化合物で
あることが示唆された。そこで、ウォッシュアウトが化合物の活性に与える影響を細胞ベ
ースの試験で実施した。その結果、時間依存性が低いMQ2の阻害活性はウォッシュアウト
により大きく減弱するのに対し、MQ1の阻害活性は維持されることが明らかとなり(図 2-7)、
MQ1の時間依存性は解離速度の遅さが原因であると考察された。そこで次に、化合物の解
離速度定数を直接的に求めるために、ASMS を用いた結合試験系を構築した。本試験は化
合物と MCHR1 膜画分を反応後、ゲル濾過クロマトグラフィーにより結合化合物とフリー
の化合物を分離し、結合化合物量を LC/MS/MSで定量する手法を用いている。この試験で
算出されたMQ1の解離速度定数は 0.53 ± 0.024 h-1であり、これはMQ2の解離速度定数
よりも約 5倍遅く、ウォッシュアウト実験(図 2-7)や時間依存性試験(図 2-4, 2-5)の結果とも
整合性のとれた結果となった。薬剤開発の観点から考えられる解離の遅い拮抗薬の最大の
利点は、受容体への滞留時間の伸長に伴う薬効持続作用に集約される(88,96,97)。現在まで
に解離速度の遅い薬剤が多く開発されており、これらの薬剤の多くでその解離速度の遅さ
が強力な薬効に貢献していることが明らかとなっている(83-85)。MCHR1 拮抗薬について
詳細な速度論的解析が実施された例はこれまでになく、MQ1は解離速度が遅いことが示さ
れた初めてのMCHR1拮抗薬である。他の解離が遅い薬剤と同様に、MQ1も in vivoにお
ける受容体への滞留時間伸長並びに持続的な薬効が期待できると考えられる。 
最後に MQ1 の結合部位に関する検証を行った。MCH の濃度依存曲線に与える MQ1 の
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影響を平衡状態で調べた結果、MCHの濃度依存曲線はMQ1存在下では、右側にシフトす
ると共に Emaxが低下する insurmountableな阻害様式を示した(図 2-10A、表 2-3)。対照
的にペプチド性拮抗薬は、MCHの Emaxを低下させること無く、右側へのシフトのみを引
き起こした(図 2-10C)。一般的に様々な要因が insurmountableな阻害様式を引き起こすこ
とが知られているが、本試験は平衡状態で実施していることやMQ1には細胞傷害性が認め
られないことなどから、MQ1のネガティブアロステリックモジュレーターとしての可能性
を検証することとした。放射性ラベルした[125I]MCH-(4-19)を用いた速度論的解析を実施し
た結果、MQ1 は[125I]MCH-(4-19)の解離速度定数を大きく変化させた(図 2-12)。化合物の
解離速度定数は、相互作用する受容体の立体構造によって規定される固有の値であり(22)、
この定数の変化はアロステリックモジュレーターによる MCHR1 の立体構造の変化を示す
ものである。そこでMQ1とMCHの結合部位が異なることをより直接的に示すために、変
異体実験を実施した。変異は、ネガティブアロステリックモジュレーターとの複合体とし
て GPCRで唯一結晶構造情報がある CRF1Rの情報(41)を参考に、3番目、5番目及び 6番
目の TMヘリックスの 18アミノ酸に導入した(図 2-13)。各変異体におけるMCH及びMQ1
の活性を-アレスチンシグナル測定系で調べた。大部分の変異体は MCH の EC50値に有意
な変化を与えなかったことから(表 2-5)、これらの変異はMCHR1の立体構造やMCHとの
結合に影響を与えないことが示唆された。一方で、3番目のTMヘリックスに位置するAla136
と His147をバリンとアラニンに置換したそれぞれの変異体では、MCH の EC50値には影響
を与えることなく、MQ1 の阻害活性のみを有意に変化させた(表 2-5)。以上より、上記 2
アミノ酸がMQ1との結合に関与することが示唆され、これはMCHの結合部位とは異なる
サイト、すなわちアロステリックサイトに作用することを裏付けるものである。アロステ
リックサイトを標的とする最大のメリットの一つは、サブタイプや相同性が高い分子に対
する選択性獲得が容易になることであり、その結果予期せぬ副作用の回避が可能になる点
だとされる(35,36)。そこでMCHR1のサブタイプであるMCHR2を含めた、約 100種類の
創薬標的分子に対する活性を調べた。MQ1は 1 Mでいずれの分子に対しても活性を示さ
ず、際めて選択性の高い化合物であることが示された。MCHR1 のアロステリックモジュ
レーションに関する研究は前例が無く、MQ1はMCHR1のアロステリックサイトに結合す
ることが示された初めての化合物である。アロステリックサイトに結合することで獲得し
たと考えられるMQ1の様々なプロファイル、すなわち複数シグナルの抑制活性、受容体か
らの遅い解離、高度な選択性などはいずれも拮抗薬として理想的なプロファイルであり、
MQ1がリード化合物としての優れたポテンシャルを有することが証明された。 
 
第三章では睡眠障害治療薬の創出を目的として、MT2受容体作動薬 IF1 の受容体活性化
機構の分子レベルでの解析を実施した。まず 2-[125I] iodomelatoninを用いた結合試験を実
施し、IF1 の種差及び MT1受容体に対する選択性を調べた。その結果、IF1 はヒト、マウ
ス、ラットいずれの種のMT2受容体に対しても高い親和性を示す一方で、MT1受容体に対
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しては比較的弱い活性を示した(表 3-1)。例えば、IF1のヒトMT2受容体に対する結合親和
性は 0.0089 ± 0.0013 nMであるのに対し、ヒトMT1受容体に対するそれは 3.3 ± 0.12 nM
であり、ヒトMT2受容体に対して 370倍親和性が強い極めて選択的な作動薬であることが
明らかとなった。これに対して、不眠症治療薬として既に承認・販売されている
Ramelteon(図 3-10)は、MT1/MT2受容体共作動薬として知られており、ヒトMT1受容体に
対する親和性がヒトMT2受容体よりも 8倍高いことが報告されている(129)。以上より、IF1
は Ramelteon とは異なる選択性プロファイルを有することが示された。続いて、IF1 のヒ
トMT2受容体作動活性を調べるために、細胞内 cAMP濃度測定系、ERK1/2のリン酸化測
定系及び-アレスチンシグナル測定系を構築し評価したところ、IF1はいずれの測定系にお
いても部分作動薬として挙動することが明らかとなった(図 3-5)。これらの結果は、生理的
リガンドのメラトニンや完全作動薬である Ramelteonと比較して、IF1によるヒトMT2受
容体活性化の度合いが弱いこと、すなわち IF1 の内活性が小さいことを示唆するものであ
る。また、Giタンパク質の阻害剤である PTX を添加すると、IF1 によって引き起こされ
る cAMP産生抑制活性やERK1/2のリン酸化活性は完全に抑制されることから(図 3-5B, C)、
IF1 による cAMP 産生抑制活性は Giタンパク質を介していること、さらに ERK1/2 シグ
ナル経路は Giシグナル経路の下流に位置することが示唆された。一方で、-アレスチンシ
グナル経路に着目すると、同シグナル経路は一般的にインターナリゼーションに関与する
と考えられているため(27-29)、同シグナルの内活性が小さい IF1 は、完全作動薬のメラト
ニンと比較して惹起されるインターナリゼーションの強度が小さいことが予測された。そ
こでこの可能性を検証するために、IF1 がヒト MT2受容体のインターナリゼーションに与
える影響を調べた。ヒト MT2受容体安定発現細胞膜上の受容体量を 2-[125I]iodomelatonin
を用いて定量した結果、予想に反して、メラトニンがおよそ 30%のヒトMT2受容体のイン
ターナリゼーションを誘発したのに対し、IF1 は 90%以上のヒト MT2受容体のインターナ
リゼーションを引き起こした(図 3-6)。そこで IF1の構造類縁体を用いて、化合物の活性と
インターナリゼーション強度の関係性を詳細に調べた。興味深いことに、-アレスチンシグ
ナル経路における化合物の内活性や pEC50 とインターナリゼーション強度の間には、相関
関係が全く認められず、-アレスチンシグナル経路の活性化はヒト MT2受容体のインター
ナリゼーションに関与しないことが示唆される結果となった(図 3-7)。これは古典的な
GPCR の薬理学的セオリーを逸脱する現象であり、極めて興味深い知見だと考えられる。
更にヒト MT2受容体発現細胞を PTX 処理しても IF1 によって惹起されるインターナリゼ
ーションに変化は認められず(図3-8)、Giシグナル経路やERK1/2シグナル経路もヒトMT2
受容体のインターナリゼーションには関与しないことが示唆された。化合物の内活性がイ
ンターナリゼーション強度を規定するというのが従来のセオリーに基づく一般的な理解で
あるが、その一方で例外的な事例も数多く報告されていることも事実である(119-121)。本
章の結果からも、-アレスチンシグナル経路、Giシグナル経路及び ERK1/2シグナル経路
のいずれもヒト MT2受容体のインターナリゼーションとの関連性は認められず、古典的な
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セオリーでは説明できない未知のメカニズムやシグナル経路の存在が示唆された。 
本章で明らかにされたIF1の薬理学的特徴は大きく二つ挙げられる。一点目はMT2受容体
に対する極めて高度な選択性である。一般的にMT1受容体の活性化は、視交叉上核の神経発
火抑制作用と睡眠誘発作用を有すると考えられており(102)、そのためMT1受容体に作用す
る薬剤は強い眠気を生じる危険性が危惧される。一方でMT2受容体の活性化は、生体時計の
概日リズム位相変位を引き起こすとされ(103)、そのため概日リズム性睡眠障害の治療への
適応が期待される。以上より、MT2受容体に選択的なIF1は、強い眠気の誘発といった副作
用を抑えた、概日リズム性睡眠障害に特化した初めての治療薬としての開発が期待される。
IF1の二点目の特徴は、生理的リガンドのメラトニンよりも強いインターナリゼーションを
惹起する点である。通常、インターナリゼーションは受容体の感受性低下とそれに伴う薬
物耐性を引き起こすと考えられ、ネガティブな要素として取り扱われることが多い
(138,139)。しかしメラトニン受容体の場合は、メラトニン自身がインターナリゼーション
及び脱感作を引き起こすことが知られており(130,140)、このインターナリゼーション/脱感
作の機構がメリハリの利いた睡眠周期の概日リズムを形成する上で重要だと考えられてい
る。従ってメラトニン受容体に作用する作動薬を開発する場合は、IF1の強烈なインターナ
リゼーションは、薬剤投与直後にのみ効果を発揮するような切れ味の鋭い薬効に貢献する
可能性が考えられる。これらの特徴は既存の不眠症治療薬に対する優位性につながると考
えられ、今後動物レベルでの検証を実施していく予定である。 
 
以上、本研究の結果から、AT2、MQ1及びIF1の三化合物が、新規脂質異常症治療薬、肥
満治療薬そして睡眠障害治療薬のリード化合物として優れたプロファイルを有しているこ
とが明らかとなった。また、創薬探索研究において、in vitroの薬理学的解析が、in vivoに
おける薬効予測や副作用回避のために重要な指針を与えることが明らかとなった。今回の
研究で明らかとなったプロファイルを動物レベルそして臨床レベルで実証していくために、
更なる研究を実施中である。 
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